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l.- INTRODUCCION 
La congclûcibn cs ~111 n~hh cscclcntc poni prcvcliir la putrCrncci6rr y autolisis del 
músculo CIC pCSCXl0 Sill eltwlr de tlloncril il~~~X)~li~[~tC Sus Cor~KztCf$itiCnS orgaml~pths y, 
- INTR~DUCCION 
además, permite el COnsumO y la importación de especies cuyos caladeros están muy alejados 
de nuestro país. Sin embargo, el pescado congelado se deteriora cuando los periados dc 
almacenamiento son largos y este deterioro es más rápido que el que tiene lugar en la carne 
de animales de abasto conservada por congelación. Así, cuando el pescado ha sido congelado 
y almacenado durante largo tiempo, al dcscongclarlo, puede presentar cambios en aroma, color 
y textura. Además, cunnd~ se cocina se observan otras alteraciones como dureza, pérdida de 
jugosidad, aumento dc elasticidad y cambios en sabor y olor (Matsumoto, 1979 y Shenouda, 
1980). 
Zas altcracioncs SC acclcran cuando el pescado es previamcntc picado antes de ser 
congelado con rcspccto a cuando SC consc~a cn forma de filctcs debido a la rotura de tejidos 
durante la obtcnci6n dc la pasta (Babbit y col., 1,972; Wheaton y Lawson, 1985). Estas 
dependen taml~iCn,dc la cspccic, siendo un hecho comprobacIo que los cambios en textura 
afectan sobre todo a las cspecics del orden gadiformcs (bacalao, merluza, bacaladilla, etc,.). 
que presentan cantidades considerables dc óxido de trimctilnmina (OTMA) que, durante cl 
almncenamicnto en congclaci6n se degrada a dimetilamina (DMA) y formaldehído (FA) cn 
cantidades equimolcculares (Castell y col., 1971). Este último reacciona con distintos 
componentes del tcjido muscular (proteínas, amino;ícidos cte..) y a Cl se le atribuyen los 
mayores cambios cn textura durante la conservaci6n en estado congelado observados cn estas 
especies (Amano y Yamada, 1964; Childs, 1973; Castcll y col., 1973; Toktmaga, 1974; Dingle 
y col., 1977; Gil1 y col., 1979; Poullcr y Lawric, 1979; Parking y Hultin, 1982; Owusu-Ansah 
y Hultin, 1987; Carcchc y Tejada, 1991, cntrc otros). 
Algunas clc estas cspecics magras SC comercializan frecucntementc congeladas 
(merluza y pescadilla). Otras, como la I>acaladilla, se consumen fundamentalmente en fresco 
por su peor coI11pnrtalllicIIto durante la conservación por congelación. En ambos casos el 
estudio de las alteraciones durante la conservacibn por congelación es dc gran inter6s e 
importancia econúmica. 
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CONSUMO DE PESCADO EN ‘LA UE 
PORCENTAJES RESPECTO A LA MEDIA 
PAISES COMUNITARIOS 
. 
Figura l.l.- Consumo de pescado en la UE. Porcentajes respecto a la media 
(M.A.P.A., 1995) 
EVOLUCION DE LA ESTRUCTURA DEL GASTO 
PORCENTAJE RESPECTO AL GASTO TOTAL 
LECHE 
8.7 
LECHE 
CARNES 
274 
Ati0 1958 AÑO 1993 
Figura 1.2.- Evolución de la estructura del gasto en pescados y otros alimentos. 
Porcentaje respecto al gasto total (M.A.P.A., 1995) 
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1.2.- CAltAC’I’EIW’I’lClr\S <;I~NEiLAI,lS DEI., hWSCUI,O Y I’RO’I’EINAS DE 
l’I~scA»o 
La asociaciii~~ ciitrc cl fciihic~ii~ ilc la tlcsi~ntun1lizuci6rl proteica y los cnnibios on 
tcslura tliirciilk la ct~iis~rwcii5t~ cil cwgclacic’~i îuc piMulwln lince m5s dc 60 dos por Rcay 
(1.033). Dcstlc c11I01iccs SC II;III rcolizailo ~ilúltiplcs lruhjos cli los que sc rclacionatl los 
c:wl~ios CII Ias pr~~lciimi del III~ISCU~O, cspcc¡sl~~vxCc miolXrilarcs, con los olmrvaclus CII 
cnlidad clcl pcsc;ido hr:tnlc la ciwgclacibil y cimicnw+h. 
1 Iny Ircs pipos dc 111fiscul0: 11nhx1l0 cstrixlo, cluc cimliluyc Iii ciwnc clc los tmiincllcs 
clc cdxislo 0 del pcswlo; imísculo liso, iluc SC cixucnIr~~ cii los moluscos 0 en InS vlscms ) 
~ntísculo cwtlíaco, coii mi cswicIiir;i ii~lcrnidü culrc los otros dos. El músculo eslriiielo cs 
form:do por grulxN LIC: I’ihs nlusculi~rcs, que Sol1 C&llllilS mllirniclcüclüs dc aSpcct0 cS&intlO 
cumlo sc ihxv:iii al nhwci~~~ii~. Mas cims~iluyci~ la úihhd lxbica tlcl mísculo cstrintlo 
(Cirass6, 1977). 121s l‘ibrus ~~~uscuI;~rcs vi,m px~lclas UIIII~ 0 otrns ilcnlro del ii~io~omo. Estos 
cslh scp;rrdos por c;ip;is clc \c,jid<l cinccrivn que sc dcnominuu niioscptos. Kas nriocomos sc 
d¡sl~011c11 ~~~~III;III~I~ unu \V cn iiiigulo coii cl cjc longiludinttl del pez (Yaung, 1077; Chssd, 
1077). 
El ~~iíwxrlo LIC pcscnil« cs íuiiclarileiilalmcntc cslrinclo y puctlc clnsificnrsc 
princip:ilmcnIc c11 111tiscul0 I~lai~co y músculo rojo. Eii cspccics magras, cl músculo rojo SC 
cncucnlru ~~II~~I~II~~III;III~~~~~~~ loc;~lizatlo il lo largo de Iii líncn lelcral dcl cuerpo de1 pez 
(Suzuki, 1987). La forma y voIur~~c~~ tlcl músculo rojo varía dcpcntlicnclo clc la cspccic co1110 
sc puctlc ver CII Iti figura I .3. 
I~~»»lK!C~O&, 
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î:igim 1,.4.-. ti<luclllii dc 1111 corIc de múscula dc ~WXKIO (Suzuki, 1987; Sliridc, 1980 , 
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Si SC olwxvo una scccih tr~~~s~crsal del pcscnclo, SC oprccio que los rniolonm de Ias 
mias clors:d y vcnIr;d csl;in ordcnorlos cn circul»s cunchh4cos (Suzuki, 19X7). 
1.3 liguru 1.4. cs uiia rcprcsciw%u cu ~un~211~0 clc unu pûrtc dc niúscul0 clc pescado. 
h clh sc oliscrvu que Ius fihx nmcularcs, que son In ui~iclnrl bíísicn constiluycntc tlcl 
~utísculo, cs uiiiclos iin:is ;I olras por nmlio dcl cndwisio hrinuuclo los mialmos. EHos 
cst:iu scpwiclos ;I su vez por niiiiscplos. Ambos tnbiqucs csliíu Corni:itl»s por tejido coujuntivo 
(Slinrlc, IOHti). LI limgilud y grosor LIC 18s fibras musculafcs rlificcc dc unr? cspccic a otra y 
son mciiorcs cn milsculo ro,io (Suzuki, lCN7). 
lns Tilxis muscuI;~rcs, II su vez, csldn rormark~s por muchx miofibrillas pnrulclns y por 
cl smwplnsnin, ipic ocupa cl cqxicio ciilrc ch. IIshs conlicucu uu alto níwwo dc nilclcw 
que sc cucucnIr;in silumhs Ilucio cl csIcrior, ccw dc la nicmlxxml dular 0 swx~lcmi~ 
(Ciruss6, 1077). 
IXI iniisculo cs~rinilo miicsIr;~ una nwxitlu anistrlrupi:i cuuuclo Sc observu id micr»scopio 
(ligur3 I S.). Ihi cs dd~itlo ;I 13 orgonizucic”ii molcculer tlc su unid:d lxisica 0 mioíilirilln, 
cuya ushwur~i sc rcprcscuca cn Iii Ciguro 1.6. Er clin sc dis~iagucn In lxuirln 1 (htltr 
isotrl>piar) y Iii l~~i~~ila A (adsolrfipic~r) las cuiilcs sc succclco sillcrnotiv;rriicnlc c~i la cslfuclur~~ 
tIc la miorihillu. 1,~ líiica 0 disco % 0cup:i cl ccnlro tlc la l~an&~ I y In l~ur&i 14, ligcriimcn~c 
m;ís clxa, SC cncuciiIr;~ cii cl ccnIr0 dc lo hntla A. En cl cculto dc la htla II Sc cncucrHru 
lo Iinca M. Por Ia tlisposicih~ clc las miol’ihrillas csislc coincitlcncia tlc las dis~inhs lxmtlns 
y csI hcc iliic CII su conjunlo cl milsculo prcsci~N nspcclo cslrintlo. I~*i’unicli~tl básicn dc Iu 
miol’il~rilla SC d~nomìn~~ sorciimcro y comprcndc dcsdc un discu % hash cl siguicmc (Suzuki, 
IOH7) (ligura 1.5.). Kir IU I’igur;i :I 5. SC olwxvun dos Tilmucntos tlc tlisliriio grwor. LA miosino 
cs cl priucip;rl co~~s~i~uycn~c CIC los rikllt~~OfOs gruesos y 131 itctina dc los rih~ms riuos. I.AS 
tlistiuhs Ixmrlos que SC ohscrvím cii Ia mioíil~rill;~ son consccucwia ilc la dispasici6n 
sislcnifilicu h csIos I’iI;~iiicnlos. IXmrc liis mioîibrilkis sc cncuculrim pcqiicfias cnntitlaclcs dc 
sxcoplíisni~~, milocoudrixi, grfiimlus ilc glucdgcmi y rclículo sarcopllismico (GrwE, 1.977). 
. . ”  . . . ”  . . , . .  , . . - ,  .  .  .  .  .  .  l.--_____l,.-___ . . ~ _ _ _ _ . . . I . . . . _ . . . , ,  _ . . . . .  _.l”-r.__ . , . - .  _ . - . . .  - - -  ---,_-~.~~~~~~~~~ 
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Las protchs tlc 1dwxl0 dc pcscetlu SC dividen CII protchas surcoplfisinicas, que sc 
localizan CII cl surcoplasnio y proteínas nlirdibrilarcs, cluc r0rlnnn las n~ioCil~rillas. Et tejido 
conectivo forma pxtc dcl cslrama. I;i canc clc los flnimalcs clc abasto ticnc uiiil c0mposición 
similar nuiiqiic coriticnc nifis cstrarmi que cl pescado. 
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Las prorcíllos s:~l~ol”l;is~~~icas caín r0~~~~~~hs por ~nuclm tipos LIC protclnos SO~U~~CS 
cn ogya, Iloinxlns CII cw~,~unto inici~c~lo, que Sc puch ihtcncr siinplcriicntc ~plicn~~clc~ prcsih 
sohrc cl ~núsculo dc pcsc:~do o por cstracció~~ cw SO~UC~¡OI~CS wli~tas dc hjju fucrzn iónic« I 
(Suzuki, LW7). Sc cncucntrw CII cl intcrinr dc la c&da CII cunccntraci6n dc hasta 1111 209h 
y son ft~l~d~~n~c~~tolI~l~I~t~ CIIX¡III;IS rcspc~nsablcs rlcl mctabolisnio cclulnr (Mnckie, 1993). El 
co~~tc~iirlo cii pri~tcf~ios snrcoplh~ic3s dcl iiitísculo dc pescado vnrh con lo cspccic, pero or1 
gcwml cs 111cis alta CII lxsc:~dos pclri~,icos tiilcs coii~o la wrtlina y lo c;ibnlla c inrcrior CII los 
dc~~ws;~lcs t:11cs COIIW cl I~c:dao, Ia 111crluz;1 o lo platijrl (Suzuki, 19X7). 
111 COI~I~~O~I;II~~~CI~I~~ LIC las lxwin;~ nliolWlarcs, y c11 cspcciol las contrtictilc~s, chrtmtc 
la ci~~iscrvxiii~i CII cc~iigcl;icii,n ha sido ihjcto dc itumriws cstudius (rccicntcnmitc rcvisaelos 
por I~lnml (1000) y hhckic (1903), cntrc otros) por su rclacih cm las propicdarlcs 
ruuI~cion;hs y tcsturi~ del ~~tisculo. L~hMlo ;I cllo, CII cl prcsciilc Irolxijo SC tlcdicord cspccinl 
atciic¡Chi ;i la tlcscrilxih~ y piipcl lisioll”,giw ilc cslc. grupo tlc prolchis. 
I.ns protciiias i~~iol’il~rilxcs SOII las cluc hlntill las ni¡oIil~rilhs. Esta.5 coiistituycn 
ol~r.ositil;ltlolIlcllll: cl W-77% tlc las pr~~tch~s IO~IIICS tlcl ~rltísculu csqucl&ico (Suzuki, 1987) 
y tin LO% ilc su peso seco (OlGit;it;i y col., LOHI). liiilrc csI:is, las inuyiwittiriris son la iniositiri 
y Iii actiiio (OIGnota y col., 1 WI). 1:~ cl cxi0 del ~~itísci~l» tlc pcsc:itlo, la octiiiti, mimina, 
trbpoiiiiin, Iroponiiosiii;i y otras priWiiias iidI\~rilurcs sc cxtracn sitr~ult,incitii~cillc Cr1 
si~luciimcs saliiios clc ;ilta fiicr7,;i ihiica (sO,J). EMil iiiczcln dc prolchias mioîilwilnrcs sc 
tIcnomina acto~niosit~;~ n~~turd (AMN) (Suzuki, 1087). 
Las proteínas niiofil~riliw3 SC lwxlcn dividir cii 3 fgirpos: contrtíctilcs, rcgulndoras y 
cstructunilcs 3sociiid:is ii iilicrolilainciitos (Allxrls y col., 1,992). 
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Son I:IS que iiilcrvìcnct~ dirccrn~ncntc ctl cl fcnhicno îisico de IU conhxicción niusculiir. 
Cons~ituyc~i lo mayor priqw~iín~ tlc las pri~lcines ii~iofibrilorcs. Las ni& obtiadantc~ son 
niiosinil y ;lClilla, que clmslilu)‘Cll cl 60 1 1 20% dc las prolcíiins riiiofibrilnrcs tohlcs 
rcsl>cclivallicnlc (Olìiniil;~ y col., 1% 1). 
I :l aclin:i cs un8 prnlcinu glohl;ir COnlpucSh dc. un;1 hiica CildCllil polipcptklic~l. Cicldil 
nionhicro dc csla SC IIIIC ;I iiixi 11iolL5cul;1 clc nucle(iliilo (KW 0 ADP) y il tm cnti6e clivcrlcntc 
(Co” 6 Mg”), /\u~~luc la ~~~WIICI~~;I Ix¡s¡G\ tlcl filomcuto tlc ;\t.!tillti SC COIIOCC IWIC IIXC USOS, 
por nlctlil~ del csludic~ dc tlifwxiím ClC riiyos X, cI1 IOS p~lSilClOS ‘10 3ñlW SC Il:1 pN~~llllCliZXll~ 
IWk~ll~C cu cl couocinlic~110 dc ItI csIrucIur;i prilniiri;l dc 1;) octino y Clc SUS wrincinm IlXikl 
Ilcgor ul CoimcimicilI~~ ilc su cslruwra ~riiliiiicnsioil~~l (Ik~llil~Cl y COI., 1994). 
DC ~cucrilo cim I:lziiigii y cul. (1076) la c~~~lcno polipcplldica tlc la iiclinn Sc eon~pono 
dc 374 residuos. Su peso nmIccuI;~r oscila cntrc 4 1 y 42,3 kfh, incluycntlo Cz?’ y ATT. 
C‘onliciic ciuctl grupos sull’liiilrilo (-311). El an~iimiícirlo cislcínrl 2’17 cslb iniplicndo CII la 
lllli6ll dc Ia ;Iclill;l 3 lluclcl,ritlos. 
I.n w2riii;i purifiwrla 6 G-:icliii;i sc ciicucnlrzi CII forrim glolxili~r y polinmrizn n F- 
;iclin;i, que liciic fwiii:i fil;~~iii~~iIos;~, ;I coiicciiIr3cioIics salinas fisiiMgic;is. L.41 F-aclina posee 
un;1 CSlrLlC~Uril ilc dos c;dcu;Is ciirroIIid;~s LlIlü alrctlctlor dc ItI Wil Cl1 clChIC Mlicc COI1 1111 
tli6rnclro il~>lI~Xilll~illl~ ilc 0111ii. ILslas iIoIIIcs Mliccs, juilM cou lils proteinas rcgulnilarns forman 
los filanxx~os finos dc las niiofil~rilIi~s. hi la figura 1.7. SC rcprcscnln un csqucnia dcl 
fihncnco dc acliiiii (Allw~s y col., 19X), 
LI fornm hllci0d dc la cictinu cs un filtrnVN0 que inlcreccionn COII los filamentos 
clc niiosiiia y sc tlcspl;~zii LI lo largo ilc csIix tluraiicc la c»nMxióii niuscuhr (Squirc, 1994). 
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Figur;~ I .7.- I~cprcsc1itnci61i cscpcn~;ilicn del î¡lu~iic~iK~ tlc :~ctiri;i y comldcjo rqplndor 
(AllWlS y col., 1007) 
IA miosiiia tlcl músculo csrpel&ico (ligurri 1.8.) dc vcrlcbratlos cs unn mnléculn 
l~cxi~mCr¡cn muy nsinx9ricn consis~cn~e cn clos cabezas globulares y una porcih u modo Cl0 
hs161i 0 col3 que consislc cn dos *-Mliccs sulmmrrollxlas cn cl SU% dc Su IOrgitlld. Eilil 
porcih cs rcsponsnl~lc tic la asocii~cid~~ cnIrc las niohkulas para formar Los filamcnlns gruesos 
dc Iris bantlus A clc la mioîil~rillil. La niolhil:~ clc niiosina licnc un peso molcculnr dc 
aproxim:~clnlnclIcrc 500 klh. IA cnl~czas glubularcs hwn unidas por cnlaccs no COV~~CII~CS 
'1 1 
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1los c;lclcn:Is pc1@Ms, iIc~~otui~~;~hs catlcmrs ligcres que clificrcn c11 su cstructurn y 
propicilntlcs. l%as SC Cl:~sific;u~ CII rcgulatioras, clc peso 1nolccihr aprosi111atlo cntrc 16 y 20 
kDo y cscnckrlcs, tlc peso n1olcCular nprosimntlo cnlrc 16 y 20 kDxt En Ins cdmas 
glol~lnrcs SC localiza la oclivitluil c\‘l’lXsic;~. Cxla cirbcza coriticnc un sitio cspcclfico parn 111 
urlioii COII cl KW c hidrlilisis del 1nhi0. ‘I<iii~bih puscc sitios dc unión Con la aclinn y 
C;iilcii;~s ligwis (1 larriuglou y IMgCrs, 1,984). RcCic~ilcnv.xitc SC 110 rcsuclto su cstrucliim 
~ricliillciisioilol (I~aymcnl y I lolilcu, 1903). 
Chw sc ha iiidic:icI~~, 13 uhhi Cs Cl cuniponcntc fund:~u~cn~ol dc las bnu&ls A clc 
la niic~filxillo, rorm~~tlo los fihuciilos griicws dc lo niimo. A Iruv6s clc su cnbczn globular 
inkr;iCCiona mi los lilunici~ros ilc ;dnii, protluCibi~tlosc cl dcsplnziinhlo dc los inisms 
iluranlc Iu Coii~rocci~n niusculilr Iras Ia lIjncihi c Iiitlrl>lisis dcl AW p»r lo lllilKillil (IIUSICY, 
1072). En Iii :iCIu:ilidiid cl csh~dio del iiiccdsmo dc la coi~lraccih musculu~ es dc gral1 inkrcs 
y SC 11:in miliziitlo variw rcvisiwcs ilc los Ilnlmjos publictiths cn cslc cnmpo (Rtiynicnc y 
I loldcn, 1903; I~l,:uGq$on y Ilodgcrs, I WI; Wrrick y Spudich., 1987; I~Ioward, 1904; Squirc, 
lY94; Valc, 1 WI). 
En con~ri~sk con la sin~ilitutl quC SC cucuc1iIra cn los pcrrilcs clcclro~or&icos ciilrc Irrs 
C;~dc~~as pcs;~dx dc rlislinlos lipes LIC mlisCulos y cspccics, cl pulr61i elcc~rofor~hx dc 18s 
~0clc11:1s ligcrus ilc iiiiusiml LIC distinla lNWX!dCnC~ii~ vorfa Co1isirlcr~il~lcnrcnlc (W:ll~hC y COI., 
1083 y M;lrlincz y col., ‘IWO). 
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u-M 1 i ces I 
Coiiio su nomlxc inrlicn, cstlin implicadas c11 Iü rcgulacih dc las íuncioim fisiológiccls 
clc las oIras prolciiins mioîibrilarcs. I.ss pro~chiss rcgulatloras se dividen n su vez cn mnyorcs 
y mcnorcs. 
13 
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LLI tropim~iosino y tr0p0ni11:1 son las protcfnas rcgulacloras nieyorcs y csthi implicndas 
CII Ia rcgulaci6n dc 1i1 co11tracci61r niuscular por mcdi0 de los hics Ch?‘. 
LA Lropo~~~iosi~~n cs iiii;i ni0lfc11lo ilc cstructur;I n-l1clicoitlal y nproxin~aclniiicrltc 4111n1 
dc Iongitutl. Consiste cn 40s sul~u~~iil;~ilcs, tlc Iris cuülcs Iiay dos tipos, * y 13 que sc pucdc11 
scpiirar por SOS-I’AGII (I’oll;iril y col., 1994). 
LI IXISC fisiol6gico dc las prt~piccl;1dcs r~~ll~i01m2~ CIC la tr0pon~iosin;~ cs su uni6n 
cstciltliol1ictric;l ;I 111 ;1cti11:1 (1 LI 7 ~~iolcculus tlc nctiwi) y su uiii6n L:l tl la treponinn 1‘. La 
tr0pon1iosino lx~& 0cup;ir dos posicitmcs alternativas CII cl rihrcnto clc nctina,, 911 In pcrifcrin 
chntc Ia rclujaci6n y ccrw del interior tlumntc Ii\ c«ntraccibn. Esta dislocad6n CIC IUS 
c;~dc~x~s dc trop0miosin;~ CII los filnmcntos finos cs cscnciel por:\ la rcyulaci6n rlc la 
controcci6ii niiiscul;ir p0r cl GI”’ ;I Irov~s clc Iu trt~p0iiino (Obinatti y col., 1981; Squirc, 1994). 
1.4 trop011i1111 cstti localizada CII 10s rilamentus rinos clc la n~iofil~rilla cori i131fi 
pcriotlicicl;icl dc 40 iiiii y cstti unidii ;I la tr0pt~mi0sino cn cl rilumcnto clc iictitiu. I,.a prop0rcXm 
ac~illo : crc~pwllil~sin:l : 11.o[ll~l1illa cs 7 : 1, : 1. LI tropimiii:i cstli co111pucst:1 dc tres inolhtlas: 
troponiu:w C, I y ‘1’ tlc pesos molccularcs cntrc 17 y 33 kDn ;Il)r0si~l1nd«t~ic~itc (Olhata y COI., 
IWI). In troplmha C (‘I’NC:) SC LIIIC ul CV’, Iu tropouinn 1 (TNI) ticnc unil ucci611 irlhil)it0rin 
dc Ia intcrxxih ilctiI1;I~-llliosil1;l y Ia tr0poninu ‘I’ (TNT) SC IIIIC u I;I tropomiozhn (Iìetchcl, 
I9HO). Esla protchi niiofil~rilar cs la Unicii CilpXL dc fijar cl Ca” cn coi1ccntraci0ncs dc 
“, IO”“M. Chmtlo I:I tloponiua fija cl Ca- , su conformnci6n cnmlh y cstc cambio estructural 
pcrniitc Iii intcrocciím :~cti~i;~-~i~iosi~~;~ I,I Irav~s dc ca1nl~i0s cn In ni0lh1In dc trnpamiosinn 
(Squirc, IWI), DC CSIC ~norlo Ia actirla puctlc UI~~ISC ;I la miosinn CII Ii\ ~~CSCIIC¡~ de Mg” y 
KI’P y provocar cl dcsli~~iniici1ti~ ilc los filamcnlos finos subrc 10s clc gruesos (Obillatn y COI., 
10X1; Squirc, IWI). 
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Eïolcíllias.,.~~:Fgu~tldu,~~IS. I11FIIUI’(‘s 
1 Iay clivcrsos lipes, xociatlas cou ~ilnn~cnlus ilc actina u 1uiosimi. Enlrc ch sc 
.< 
C~IC~ICII~~;III las prwin;~s M, C,:, t y 3cl¡11¡113s. Las pru~cl~~as rcguludorns nmorcs sc cmirgan 
principalincn~c dc nwIc.ncr la csl~u~3u~3 fimncntc ordcnod~r dc les n~iofilxillw 
In pr«Lcln:~ RI cs ~II pEplido dc 165 kIh dc peso n~olccul:~r y cslrucbra Micoiclal 
unido ii la n~ol&xl;~ dc iiiiosiiio. EII Ia csIrWura ilc Ia niioîibrilh sc locnliza <7 nivel dc Ii1 
Iinca M. 1.a ~~r’olclna C:, por su pnrlc hnc UII peso molecular clc 135 kDn y lmnbih SC 
cncuc~~lro unida ;I la iiiiosina. liu la 1uiolX~rill;~ su lo~alizn cn la lmda A. 121 protclnn 1 csth 
loc;diznd:l WI la Iwtlu A y su lxso ~~~olcculnr cs dc SO kDu. Las acllnlms ticnw IU misibil 
dc rcguhr cl cshtlo I’isico dc 19 ;v.~~¡II;I. Sc han dcscrilo chico cspccics tlc aclinin:is: AT3P 
(actin-l~iiiiling lxolcin), wxliniiia, ïr-ocliniua, [l-octiuin;i, h-iiclininü) tlc peso molcculx 
CIIIIC 240 (~~ch+i1ding prutcin) y 35 (h-w~ininn) kh y Ia 1uqwriu SC locdim CII In Ihx 
%, csCcpl0 Ia [I-octiniiiii que Sc cMXcIWLI cll Cl csIrcIII0 lilxc tlc lo ilclhl Cll CdO SNChllC~O 
(Obinnla y col., ICM). 
I’rolclluVi cslruclurnlcs usoclatllls II lllIcronlnlllclllos 
I,;rs prulciiios cslru~lurolcs asuci;~di~s ii iiiicrclfilí~iiiciitos so11 las iniplic~itli~s cn cl 
~iioiiIc~~i~iiic~iIo dc 13 iiilcgritl;d cslwzlural dc Iii iiiio[ibrill;~. 
I,lulrc cllas CSI:¡ Ia cotwliua (PM K?.OO(l), que hrrnn IIIIZI rccl tritliillcnsional dc 
Cilimiciilos muy I’inos que: tlncn liiiws 7, vcciuos y mimtiCnC Iü COl~~i1lllitl~Kl lo1~gi~udinal CIC 
la miol‘ilxilla (I3ocl1lcl, IWh), Iii tlcsinim~ (PIvI SS.000) que l~uiil~i~ii uuc discos % dc 
miol’ilxillr~s adyxxmcs (Ul~iwml y col., l!N, Dcch~cl, IWI,) y In proleh~ % (PM SS.000) yuc 
fornia las csIrucIurüs rcliculorcs obscrvi~clas cn la lince Z (Obinala y col., 198’1). 
I . . . . . . .  - - -  . . _ .  _- - -  . _ _ . _ _ . , . _ . . . . _ , . . . , . . . , .  . ___ . , .<_ . . . _ t__< . , . , . , _ . . . , , . ,  *  .  . . . < . . . .  - “1 . “ . “1 . . - “ -1 - -~  INSN~~W~~ION 
1.3.- AI,:I‘l~RACION 111, LAS I’l¿O’lWNAS iVllC~I’IURlLAl~ICS DE MUSCUI,,O DE 
l’IGiCA1W I)UKAN’I’l~ IA WNSlCI~\‘RCKON EN CONIXXACION 
El Instituyo III~~II;~c¡~II;I~ ilcl Frio (IIP, 1,000) cousiclcru iluu un aliniciilu csl6 
congclatlo cu~u~do Ia ~nayorE~i lcl aguo Co~~gclnl~lc cst6 cii forma clc Iiiclo. cton la congclncidn 
SC prclcndc co~~s~rv:~r Ia ii~kgriclad y Ia Cülicl;id minimizuiido los Cambios físicos, quhicos y 
micri~l~i;mos, kiii10 CII cl prwxsu dc congchci6i~ comu clurmW la cunscrví~cióii, clc fornin CltIc, 
;iI dcscimgCl;u Cl pcsc;~do, cstc tciiga uii;is Ciir;~CIcrJsIiC;is parccichs :I los dcl producto îrcsco. 
1:~ ~CIW;I~, CII c~II~¡C¡INI~~ ;ILI~c~;I~;I~ tk crmgclaci(>ii y coiiscrwcih, los principales 
rcspm~s:~lki tlc I:I lxhlid;~ dc la cdidad dcl l:~2sCxlo sim los C:rmlki CII Ia activitlocl dc agua 
clcl~ido ii 18 Cwg2laCih dcl ;igu:i tlc los Icjiilos y Ins rwcciimcs cluiiiiic:~s y cnzim~ticns que, 
;iuiitlu~ ~I~IcII~cc¡~;I~, vwiiiu;ui dur;mIc Ia cimscrvacidn. 
. 
~.hio ya sc 118 indic:ido. lwtc ilc los cxiiilh prducitlos duruulc Ia cmigClxi6n y 
coiiscrvocii5ii ilc pCsC;ido ;II’cCI:III ii Ii) ksIur;i, Cspcciol~~ici~~c CII cspccics rlcl orilcn gntlil¿mcs 
(;ip~ir~xlo I .I .). kklos caiul~ii~s cn ICSllll‘il Sc tlcbcil f~~ncla~~~cril;rl~ncl~~c u la rlcsiitl~iiralizírcibll 
y ugrcgwiiin ilc las pri~kin:is miolil~ril:ircs del músculu (rcvisioncs dc M:Wunolo (IWO), 
Slw~ourl;~ (‘1080) y Mackic (1003), cnlrc ulras). LAS Axxiotics dc IOs prolcinas miofil~riliu’es 
tlllrilll~C li1 con~cl:icifiii y coiiscrv:icihl Cu congclaci6n, xlcm¿ís dc clisminuir kl C¿ditlûtl 
orgmol~priC;i del lxxxlo coiigcl;ido, Iilllililll lo u~iliilncl dcl mismo COrno iiialcrh prima pora 
Ia îal~ricw%m dc produces dcrkdos (JilnCllcz-CXr>llllcllcro y E3orclcriw, 1083). 
Dcbiilo :I la grwi C;uiIitlarl clc Inilxijos rculizados Cu cstc campo, cxislc cu la nclualiclad 
un cuerpo rlc infori~~:~cifiii que culw ull illllplil~ rango clc cspecics clc pcscatlo driixcnadns cn 
una grilll varictlail clc cimiliCioiics. F~tus csWos SC pucdcn clasifica dc ímma gcncrd cn: 
- Es~uclios io sim, cri los cluc Cl 1iiUscul0 sc t~l~iiacciiü cii cstndo congcludo rculiz~ndosc 
1,G 
cl~lltrl~lcs pcri<ílliCl~s s»l,rc las [>rolcíll;ls COnslituycIltcs 1lcl n1¡s1n«. 
- Eitudios cn los que Ia twtciuas prcvh111c1itc ûislad;~s sc olnioCcna~i cn cstndo cOngclaclo 011 
.,, 
C0r1nu tlc sistcinns ni»tlclo. Aui~quc los Co1idiCiO1ics dc nltli~icctli\illiciit« dc lu protclm nunca 
son Cquivalciitcs :i las dc los CstuiIios irr sim, cstc tipo de npro~i1iii~Cioiics pucdcn dar 
i1~fOrniaCihi que pcmiik intcrprctar tnCj0r Cicrt»s nicciuiisni0s. 
1.h gcncrol, los ~s~u~I¡os Cu sistcmn modelo rcalizatlos (Oh, 19%; Niwo y col, ‘1986 
a y II; Jkmg y Col., IOH7 ;I y ll; Ang y I~lultirl, 1989; Jiang y col., 1989; Clrcn y col., 1989; 
C’arcclic y ‘I’Cj;d;i, I 00 I y I WI; Ikl MUO y Col., 1903 cntrc olros) ponc~i ric mmtificsto que 
lu cimgclaC¡c\~i y conscrvacici~l 611 co1i~ClaCi6n provoco ;lltCWCilNlCS ruh r5pirias cu lo plchms 
;iislxlas quC CII las que SC cncuciitrm~ iiitCgr;itl;is cii la CstruCturü ilci milsculo 
. 
Los t6rminos cstr~~ct;~Oilid;~il y si~lul~ilitlatl lian siclo utilizatlos ii rncm1d0 cn la litcriitiira 
i1ldistilltimlCntC pudiciido Ilcvor ;I Coiifusi6n CII ulguiws cilsos (Xion, 1994). La solul~iliclntl 
proteica Sc Cwisiilcrii Ia Ci~~~liili~d ilc protcimi cluC pcrmcnccc cn una solucidn dc clctctcrmitiadns 
Cx;iCturistiC;~s ilcspul‘s ilc ccntrifugx cI1 IlllilS Coi~tlicitmcs Cuiicrctas rlc ticnipt~ y fUCr;sZl 
Ccntrifugn. la cstroct~il~ilitlail sc cnlicntlc como Iii Cilp:lCitl:ltl clc lilmer IU!+ pri~tclmis dc 181 
estructuro ilc In que SC cuCuci~tr;m rO~ll~dO parte (yn sco nitísculo 0 «grcgado) por iwxlio dc 
lo ruptllril ilc dCtCrmi1iidos CnI;wS, trx la aplicacibn de uII tri~tdcnto cInclO. Asf, muClloS 
protcímis 110 puctlCii ser cstroick~s rlcl~ido ii que Ia furiiinci6i~ tlc cicrt0s cilhccs iinpitlcn cl 
<IcCcs0 del qp1tc Cl1 CucsliólI, sin cmlwgo si puilicrau cxtracrsc pucrlc que fueran 
solul~iliz;ltli~s por dicho agcntc (Siong, I,W; Stcfmlsson y I~lultin, 1904). Aclc1116s, Cl t6rmino 
s0lul~ilid¿ltl tlcbc tr0tilW! Coll prccaucihl CumlclO SC USil COI1 111 píllebríl pWtCflli1, pOKplC IU 
prOtCílli1 solul~ilizacl~ piicclc constituir unib dispcrsi611 coloiclnl cu lugar clC un¿\ solucih 
vcrrlnclcra. Dc hecho cn ;ilgunos csluclios sc 1x1 cmplcatl0 Cl t6rmino 1115s CorrcctO <IC CtlpCCid¿lCl 
dc les protcíiias dc ser suspciiiliilas 0 dispcrsiiclas (Li-Cllilll y COI., 1086), 
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IN~J~IIuCCI~N 
Ell ViSlO <ll! lo ;IIlICl.il~l.lllCIltC cspucsro, Cl1 cl prcsc11tc cstucl¡0 SC utilizs cl tdrnlino 
cstraccol~iliclatl cu toclos los ~sk~dius CII los rluc SC tmki cou distintos agciitcs tnnto 111úsculo 
comu proteína ogrCg;~d;~. 131 los csmdios sobre protelnn aislada cn soluciones saliuas, sc utilizó 
cl ICrminu soltibilirlatl, Icnicndu cii cucnla sicmprc cluc no Sc trato clc soluciones vcrtladcras, 
sino dispcrsiwics coluiildcs. 
~~~llacl~ll~llltl:l~i tlc prolcill:\s dc Inilsculo CII soluciolm snll111u 
L3xilc iluc kay ( I W) olkxrvc5 que cuaritlo cl pcscudo cra idmaccnxl» cn congclacibn 
lid~la uiit~ ilisiniimcidn llc I;I c:mliil:id dc prokhn Cshxhlc en snlucioncs salinns y dedujo la 
csislciicio tlc uiiu asociac¡ Cntrc Ia tlCsrla~ur;~lizacidll prokiccl y cl clicliirccil~~icii~o clcl 
niúsculo dc l~cscatlo dur;mlc cl al~~incc~ioi~iic~~In cm congclnció~i, sc him Ilcvntlo a Cabo 
múlliplcs csIudios CII los que sc incluía lu mctlitl:~ de los cimibios dc cxlrwtal~iliclntl dc 
prolclnas iiiioTil~rilarcs. Dycr y col. (lO%i) pcrîcccion~iroii cl mcltorlo dc cxlrncci6u rcducicndo 
lo kmpcríimru por dch,~o dc X, ni;mkikw.lu cl pH CnIrc 7 y 9 y utilizando unn 
coiiccnIr;icidi~ dc sal ciiw 3 y S%. Dycr y Diiiglc (LWL) obscrviiron postcriormCritc eluc la 
Cxlr;icl;il~iIitla~l dc Ix prolciuiis s;wCr~pl;ismiCí~s SC i~fCCkl bastaW2 poC0 por Cl ~Il~llilCCllílllliClltO 
Cii cungclaci6n y que 12 tlismiiiuci6ii dc 13 cslr~~ctalrilidarl tlc prokhas c11 sal que Sc obscrvn 
Cs r~~lltialll~n~niI1)~II~C dcl ida II 12 menor cslroclal~ilitlaKl ilc prolcinus miofibrilarcs. Esto ha sido 
coiiîirmatlo posIcri0rnicnIc por olros ;mtorcs (‘ïcj:iilo y col., 1984; Chnznlcz, 1991). 2A 
olxcrv;icXm gClWilI ilc Iodus Cslos cstucliirs cs que la cxlri~clal>iliclatl disminuía COfl Ia 
conscrvuci6ii CII coiigclwh%i y que Sc rclucionob2i con tm incrcn1cnIo cn lil clurc%a dCl 
mtísCul0. I.,;I CslraCiiil~iliilacl dc pro~cíiias mioíilxilarcs 110s da ui1ü niCcliclii inrlirccln clcl proceso 
dc dcsllat~lrilli~;lCi~ll )’ n~;~cg:ici~~ll llc I;IS mismas <l~l~illltC Ia coiwxvación. 
Ei iiiipor~a~icc tcncr cii cuciiIa rluc cii In niaywh dc los cshlios irt sil0 la cimticlad 
rclalive dc las prob2inns mioîil~rilarcs (niiosiiia, aclimi, complejo actiua-miosina, troponiiosina, 
1.8 
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cte..) CII Ios cst~~tus CII s0luc1011Cs solin~is puctlc cmbior it lo largo tlc IU conscrvnción cn 
con~cloci011 (Diuglc y I lincs, 107.5; Sl~c11outk1, L9till; Ma~su~noto, 1980, laircl y Mackic, 1981; 
lHuiclobrc1 y ‘ICjoth, I Wi) y csh dislinl;~ Conlposición pucdc influir cI1 las dctcrnlinucioncs que 
SC rcaliccn s«hc dichos cstractos (Coîradcs, l~994). 
l~sllac1~lt,ilillIltl clc l>rolcilllls tic nllísculo cn tlIsli11t0s tIgcntcs 
Aclcn~lis LIC CII solucio~ics salinos, SC 11x1 rcalimtio kunbiCn cstutlios Jc cstractalWkd 
clc l”‘lmin;ls LIC I1lusCllll~ IllCIIimC cl uso dc clctcrgclltcs co1110 dodccil sulhto stlclico (SDS). 
Iktc agcntc puCdC rcmpcr Cd;1CCs sccunhrios y IC n1ccli<l:1 tlc In pK~lCíllil S0lubiliznh CII SDS 
cs mi i~itlicailor dc 12 p:uIicipaciih clc un1011cs sccuiitlarias c11 In ngrcgoci6n tlc Ia protclnn 
(Chvusc~-AWIII y I lulth, IOH7; I~c~usscl y C*licCtcl, J.990; Edclstcin, 1991~). Rsi, nlgutlos 
;rutorcs Ililll dCn~c~strxl0 que iwluso Cl 111Usculo muy clctcriorodo por la Co1iscrvrrci611 Cn 
co11gclaci61i puCclC ser clisuCIto casi toti~Imci1tC por mctlio clc cstc ilctcrgcntc (Com1clI, ‘1~965; 
Inirtl y Mackic, I OK; I<Cl~lxi~~ y I\;u$ 1985; I~og~~;~rnsso~~ y Rcycnstc~iu ‘1989). Sin embarga, 
cn otsos cstuilios (Diiiglc y col., 1977; Lini y I’l;lilKl, I.984) Sc I1a c11contrNlo una purticipacidn 
mciior clc diCI1os ci~I;iccs CII Ia i~grqgcil>n. E11 cstutlios clc cxtrnctabilidacl dc protclnas dc 
mí~sculo utilizn~~rlo, nclcmris clc SDS, (I-Mcrcq~toctcmol (P-ME)), quu cs UII aycntc rcchctor 
que rompe los ciihccs S-S (l~iclclstcin, 1991 II), sc sugiri6 la intcrvcncid11 tlc estos cnloccS cfl 
la aprcgacich ~lurmitc 18 co11sCrvoci611 cn ccqcloci6n (Mettlicws y col., 1980; Lim y 
I Inarcl, IW4 y Owusu-Aiisali y I lultiii, 1986). 
Cha~~dc~ la protCin;l cstr;h co11 SIX o SDS y (ì-ME cmplcados SC cxnminb por SDS- 
I>AGl:., SC chscrv0 Ia prcscuch LIC :qgq+~s protcicos de peso molecular alto que no cutrnh 
CI, los gclcs clc poli;~cril~~n1id;i 0 CII la ZOII;I cntrc In hntla dc la cadcria pesada tlc niiosina y 
lo ZOni\ clc nplicacihl clcl gel (Matthcws y col., 1,98U; Laircl y Mnckic, 1982; Lim y Haarcl, 
1W; Chvusu hs:~Ii y I~lulti~~ 19X7; hgnarsson y Rcgciislcin, 1989). Estos agrcgaclos scrlun 
clc nnturalcza covdcutC, d;~rlo que cl trat;unicnto cle la muestra para SDS-PAGE SC rcnlizn Cr1 
prcscnch tlc ~b+flE,. 
Comicl I (1075) rwliï.6 cstuclios clc cstrnctal~iliclxl dc músculo adicionündo FA antCS 
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tlc congelar y ohscr~6 tpc CSIC provoc~~bu una clisruinucibn dc la cstrnctebiliclad cn SD.?, 
sic~itl« su cfccco tlishk~ al lmtlt~cido por la mima concentración dc 1% formado 
cnd6gcnalllclltc ptn cl rntisculo tltlrulllc lo c0nscrvnc¡611 cn c011gclac¡6n. 
.-I 
Fu ~cncrd, los cstt~lios tlc solubilirlntl cn tlislintos ngcnks cu rntísculo conservado cn , 
congcloci6i~ sugicrcn la pttrlicilmci6n dc cnhccs sccundtlrios, S-S y covalcnlcs cn la 
agrcguci6u. Siu cnil~argi~ 18 tlivcrsiil3cl clc coutlicioncs cn~plcadus no pcrinirc cxtracr 
ciwAt~sioncs ~~c~~rolcs CII cti;ui~o ii la iinplic;ici61i clc cada tipo clc cnlacc cn In ngrcgaci6n ni 
cn cuanto :I los cml~ios cn CSU implicnci6n ;I lo largo tlcl ticnqm dc cmwwi6n. Para cI10 
cs ncccsíko rcalimr csIu~Iios LIC solubiliihtl cii los distintos agcnlcs cn coirtlicioncs 
csl;ilitl:iriz~itltis CII ilislint;a cspccics. 
, 
1.3.1.1.2.- lC,sllltlllH Cl1 slstl!llln llK~clclo 
‘Ihinbi6ii SC Iiiui rcidkiitlo iiunicrosos estudios cn sisKw:~ nmlclo tlc solubiliclatl Cu 
soluciones s;ilinas dc pro~cina prcvku~1crIIc oisliitlu iltimn~c lo coiiscrvuci6n cn coiigchcibn. En 
gcnwil SC prmlucc LIII tIcscc11s0 dc la niisniu tltic tlcpcntlc dc la niclotlologia cmplcntla y dc 
las cw~cccrís~icas tlc Ia mucsk~ ck par~ith (Tst~chiyi\ y col. 1979; Jinng y COI, 1988 u y b y 
IWJ; Ang y 1 lultin, IOWO; Carcchc y ‘I’cj;da, 109 1; »cl Mozo y col., 1993; Carcchc y Tejada, 
IOW; Chîrídcs, 1094) 
I:lsislcu cn 12 IikWtir:i cslutlios dc cs1r3clihiIitlatl con clistinlos agcnlcs sobrc protcliw 
;~grcgatla CII sishma motlch (‘I’suchiya y COI., 1,070; Jia~lg y COI., ‘1988 il y b y 1989; CIICII y 
col., IOH0 y Cofrotles, 1 WI). ‘l’suchiya y col. (1979, CII cstuclios sohrc AMN dc cnrpn 
consiguicroii iIcmosIr;ir I:I pnrlicipucibn tlc uniones sccttntlariiis y enlaces S-S cn lu 
q,rcgaci6n. I’osIcrioriiictiIc, los csItdios dc Jieng y col. (1.988 a y b y 1 W), cn AMN aislads 
tlc scibalolc y tilopio, y clc CIi:iii~ y col. (KW) cn miosina tiislacla dc snbalok, corraborwon 
los rcsulht~liki tlc ‘ïstichiya y col. (1979, y pusieron LIC menificstn un incrcmcnto cn la 
participaciáii ilc las inkraccioiics covalcnlcs ii mcclidü que aunwnl;~bü cl pcrioclo clc 
conscrvaci6ri. EHos ;tuIorcs iuclicoron que los cnliiccs covalcntcs crnn los que mcis contribuían 
a la agrcgacibn tlurauk la conservación cn congclaci6n. El trabajo clc solubiliclud y 
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cs~ractobilid;~~l rcalizndo por ~~ofrxlcs (1994) COII AMN dc IWXIUZ~ c~nscr~od~ CII c~gcloci6n 
puso clc ni;inilicsk~ lo inajvr conlrilxd”m clc 1x inkraccioncs sccunrlarias ci1 la agrcgncióii. 
Algunos oulorcs ll;111 rc;diz;iclo csWli0S sohrc 10 nccidn clcl FA sobre la solubiliclacl y/n 
cscrnc~übilitlncl dc lmlciiin niinIXx¡l~~r ;iislada y co~wxvilclir cn congchci6n (Ang y Hultiii, 
1089; Cofrades, IWI). I,%os aulorcs olwmwoi1 cmbios cn Iii solul~ilitlnd dc h pralcha cl1 
soluciones s:lliiix y cu 13 proporcih clc los ilisliulos cnlaccs iu1plicntlos La agrcgacibn por 
ulcclo rlc 13 xlicidn dc ITA. 
Los estudios dc cslr;~clal~ilillad y solihilidotl dc prokfxi n~iofibrilar dl1r<?l1lc IU 
conscrvuci(,n c11 con~clacihl rc3IizxIw+ hoslu iihor~~ indican que los cdnccs iinplicxJos Cl1 la 
ugrcgxkln so11 dc 11i1lur;dcm sccuiihri~i, S-S y covalcnks 110 S-S. Sil1 cnllXlrgl~, Il0 SC IKI 
csludi;~do Ia influcnch dc v;iri;hlcs ci~nii~ I;I cspccic dc pcsqdo, proccs:~n~ir~cI» dc I:l inucsfrii 
0 tipo rlc cs~i~dio: ir1 sirrr 0 c11 sisIci11;i nioilclo. i’n;lo, unido il lu rlihxilc inc~otlologin 
cinplc;ltl;l Ct1 CSIOS esludios 110 pcruiilc csIrocr c«nclusioncs gcucralcs Cn CUí111t0 il Icl 
pnrlicipncih tlc los disrit1los cuhccs iulplicotlos cu lo agrcgacifin y dC SLIS CiU~lbiOS il IO largo 
tlcl ticlupo de CouscrviIcih. Por lo lilnlo, cs IlCCCSilriU realizar csludiiis COll Ullil lllclOdOlOgl~ 
csmtlarizatla que p~~ng;ii~ clc ni;ii1iîicsIo la inlïucncici dc estas vw~blcs cn Ia nalurh.za clc Ir? 
agrcgaci6n. 
1,3.1.2.- Aclivitlncl W'-/\(l'l'ilSiCII 
1~~ aclivicliid ciizimci~ic;i ilc tiiw prolcíllu cs il ~ncn~do u11 ii~dicoclor scnsiblc rlc los 
cenihios CII coi1forinaci«ii dc Ia 11~0l&xl;1 cn los %OllilS tdyaccnlcs al ccnlro iictivo. La medida 
tlc lo oclivitlud C‘~i”~~/\‘l‘lkkiic;~~ ll;1 sido ui nlClod0 cmplcrrtlo cn nlUclWS CshKli~S CIC 
co1iscrvoci611 por cimgcl;1ciíu1 c11 n1úsculo rlc pcsciido por csI:w rclaciondn muy cslrcch¿l1llcIllC 
COtI IOS Cemlhi producidos cu lil CellWl dc la iiiiosina, CpC CS Iii pUI+ dC l¿l IllOlfiCUl~ C[llC 
co11licnc kmlo I;I localizacib11 xliva dcl cnzimo como cl sitio tlc unibn il Iü aclinn (npUM 
1.2.2.1.). Ia nclivihd Mp”b-A’I’P;ísica SC asocia ii In inkxacción cnlrc IiI miosina y Ia actirltl 
cn prcscnch clc Mg”’ micmras clic lo activicl;d Cd * “+-ATPBsica cs 1111 lwcn intlicodor dc ItI 
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f~lncioncllirlitcl dc la ~niosin;~ CI, las protcínxi c~ontr;ictilcs (Rima y Crupkin, 1995). IA 
activitlotl Cn’+-AI’P:isica LIC milsculo disminuye tlurantc la COnscrvación cn congclncibn, como 
1x1 sido oliscrvotlo por ~listii~tos ;iut~of’cs rcvisihi por MalSumot» (‘l!HO), Shcnaucln (1980) y 
Mackic (1 W3), ciitrc otros. Ihtc dcsccnsa sc h obscrvedo tan~bih cn cstuclios cn sistcrwl 
~notlclo con octomiosina :~islxl:i dc distintus cspccics tlc pescado conscwxlos cii congclecih 
(Tsllclliyn y col., 1070; Ilollr;l )’ col., 1090; Cnrccl~c y ‘l’cjncln, 1991; IIcl Mazo y col., 1993, 
cnIrc otros). LXvcrsos :mtorcs liim postulnclo iluc cl tlcsccnso olxcrvatlo cn acliviclncl Ca2+- 
ATPSsica tlc Ia ;ic~omiosi~~;~ 0 mii~sin;i oislatkis tlurantc Ia conscwación cn congclaci6n cstol>n 
rcl;icion:icli~ cwi 18 osiihciím ilc grupos -SI4 cn ZOII~IS activos clc IU molh~ln (httkus, 107’1; 
I I;I~;I~:I, 1077; Ch, IW); Jiang y col., ICJXV). ‘Ihml>ih SC Irn clcmoslrado que In miosino 
picrtlc su ;ictividad 111ris r3pidamc1~1c que Ia ;~ctomiosinu (N«guchi y Matsmlloto, 1’)7(1); 
Matsum~to, ‘1979, CIKII y col., I 0X0), lo cual sugicrc cluc Ia actiml cjcrcc 1111 chCl) prolcctor. 
. 
1.3.1.3.- GlI1p11s sulllli<lrill~ (-SII) 
Inis gupi~s -SI I sc cunsiilcri~ii import;intcs p;ir;i cl iiiiiiitciiiliiiciiI0 clc Iu cstructur;~ <IC 
IOS proteínas ii;~tiv;is. ‘I’m~~liìh sc stilx que los grupos -SB pucdcn osiclersc formanrl0 cnlnccs 
S-S intra c intcrniolccularcs duruntc cl proceso clc tlcs~~otumlizoci611 tlc Ins protciens (Buttkus, 
1074; Lclmingcr y col., IW1) por lo que clcstlc Iiiicc tiempo lia hal~iïln inlcrEs por conocer si 
cstc tipo ilc ciiIxx2 ci~v;ilc~itc ocurre cu I:IS protclnos dcl tcjirlo muscultlr durellle Sll 
conscrwcih CII cimpclación. 
I?II los disti~~ios trali;i,ji,s rccogitlos cii Iii Iddiografia SC tlcterruiiwoii los grupos SH 
tie~lcs, paro lo cual SC tlcsxituriilizc’, l~rcviamc~~tc Iü protcin;~ con urca, lo que pcrmiti6 cl 
ucccso dcl KilCliVll dc tlclcccicín 8 lOdos los restos -SH dc la protcina. El1 nlgul~llS trdxijos 
SC tlctcrmiiiaroii otlcm3s los grupos -SH clislxiiiil~lcs, pera lo cwl SC rcnliztl In mcclidil sin 
soiiictcr ii Iii protcími :I tlcsilatiirnliï.~ici(,il previa con urca. 
Los primeros cstuilios ilccrca dc crimbios cii cl número dc grupas -SH (tlispoi~iblcs y 
lotalcs) tluruntc la cimsciv;icih CII congclnción de nnísculo dc pcscndo y protcfnas 
rniolibrilurcs uislxhs, rc;ilixidos por Coimcll (1060 ii y b y 1.964), inclicaron que no hilbia 
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canihi«s ¡nip~~rt~uWs cn cl n~mcr« dc los nhmos. Estos rcsultailos îucron confirmados 
postcriornicntc por Poultcr y I;wric (107H), los cunics scdolnroi~ cluc la con~plcjiclaci de [ns 
rc:iccioncs dc intcrcmM ciitrc grupos suiîllidrilos y cnliiccs disulfuro podría explicar In no 
., 
dctccción ilc cund~ios cu cl mínicro nctu de grupos -SI-i ciurantc la conserwici6n. Sin cnhncgo, 
Duttkus, (‘1’970, iO7l), cu truch, Jiong y col. (IOM a y b y 1980), cn snbalotc y tiliipia y 
L&ln~lc y i..cl~limc (1 W), cii Ixdoo, dcniuslriwn que tcnia lugar u11a ciisn~inución cid 
mínicro tlc grupos -SI I rlisponihlcs y lotalcs cn las proteínas miofibrilorcs aislncla dc CStIlS 
cspccics tluralllc Ia conscrvocih CII cw~yciacii>n. Por tanto, ;mncluc SC sah <~UC la îormnci6n 
dc cnlxxs S-S ;I partir dc grupos -SI~I intcrvicnc cu Iii agrcgacidii dc protcinas miofibrii;rrcs 
(opxtatlo 1.3. I AL), CsiSlc~I co~itr;l~licciollcs cu h litcrirtllril cn rclxi6u 0 IOS canibios CI grupOS 
-Sil totk%, --SI I ~lispoiiihlcs y S-S con Ia tcmpcr;ituríI y ticmpo dc ConScrV~~Ci6u Cn 
congclnci6n (ivlxkic, lOV3). 
Sc pucxlc tlctcriiiiiw cl cmiihiu iic Iii~lroïol~icitl;itl tlc las protchus CiClWllillilllll~~ izl 
fluorcsccncio que ciiiitci~ cicrlos compuestos como cl Aciclo cis-parimirico (CPA) y 
H-:milino- L-nd’tolcu sul Mo (ANS) cu~mdu SC unce a las protclnas. Ambos compuestos SC 
unen por inlcrxxiimcs Iiìilrol’óbic;~s ;I restos alil~ticos (WA) y nrom&icos (ANS) y SU 
c;~p:lcidad clc cmisiilii Iluorcsccutc SC iucrcnwdli~ por da0 dc csh intcracci6n (Li-Chau y 
Nnkai, 1990). Uu ;~m~wto cu la Ilidrolohiciclotl cs iatlicativo dc tm mayor ambicntc 
hiclrol6l~ico ‘car;~clcrislico dc Iii prolcinn cii cshili~ clcsiialuralizado, yn que cslii ticnclc n 
cxponcr hacia cl cstcrior grupos hidrt~lóbicos que nc~rniíiln~cntc sc cncucntrm~ cu cl interior 
dc Ia cstruchlro tcrciwi;~ (11: I;I misma (Li-UWI y Nukei, 1090). 
Sc Iion rwlizxh pocos tr;ilxi.ios ir1 sihc y CII sistcmn n~c3dcIo üccrw dc los cambios 
ocurridos CII I~i~lrorol~ici~l~~~l LIC prolcínas clc músculo dc pcscatlo tlurantc la cougclnci6n y 
posterior couscrv;~cX~n cn cs~atlo cungcl~~do (Niwo y col., ‘1986 a y 1); Qwusu Ansah y Hultin, 
IOH7; hg y ~~iullill, IW); I.JA~l;lllc y i”c13lollc, IL, (1 7, Cohtlcs, 1994). la mayorla dc los 
datos clc quc SC ~lispimc proccilcii dc estudios clc clcsilaturalizaci611iliz~ici6~~ proteica por calor. Ei diflcil 
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nlrilwir los caml~ic~s que SC CIIC~CII~II CII liitlrolobicitlat clurnnlc cl IfilliuG3~to îrigorlîica a 
las iiiismns c;msx ;I las que SC :uribuyw los cambios por calor. Ruiii~uc cn nnih casos SC 
produce unu rlcsn;ilur;iliz;1ci611 protcicn y un:i agrcgnción, cs muy prolxiblc que cl nwxinisnio 
por cl que trímscurrc cliclio procw sca disliiico. 
Diversos autores (I.i-Chan y col., l<IRS; ; Hnynkawa y Nnkni, 19X5; Niwa y col., ‘1986 
a y 1); JiiiiCncz~-C:ollllcllcro y col., 1 WI ; Dcl Mazo y col., LW), indicoron que los pr~ccsos 
clc coiigclaci6i1~-~~lcscoil~claciOn clc prc>tcíuas cii solucih xmiciitim su Iiiclroîc~l~icitlad con 0 sin 
pCrclicla dc sc~lul~ilidad. ‘I‘;mil~ié~i SC Iii~ uhcrvaclr~ que la l~idrc~îc~l~icicl;~cl sc correlaciona 
iiwcrs;micnIc cw Ia cs~r;~cC;il)ilicl~~~l ilc las prolcinas (Chvusu-Ansoh y I~lultin, 1987). 
I,,cUl;iiic y I~.cl~l;mc (IOX), CII csIuclioS bl sifrr, olxcrvaron un U1mcnl0 cn IU 
I~itlrc~lc~l.Gciclarl ilc las prolcin;~s iiiiol’il~rilarcs Iras uu :uIo clc iili~iaccrl:lilricnlo clc nltiSCUl0 tlc 
Ix~col:ii~. Sin cmlxirgch, csccpm csIc C;ISO, cii 18 l~il~liograíín 110 SC cricucntr~i mi scguiiniciilo dc 
los conil~ios cn Iiitlrc~I’c~l~icicli~d dc I:I prolcíiui ir1 siflc ;I lo largo clcl liciiipo duralllc pcrl«clW CIC 
iiliiiclccilomicii~c~ largos. 
1.3.2.- CAUSAS l)1’1., LAS AL’lIXACION12S DELAS I’ROTElNAS MIOIWRILARl3S 
I)URAN’I’IC IA CONG15l./\CION Y CONSlSR\‘/\CION EN CONCELACION 
Como ya SC lia iiidic;idc~, las ;~IIcr;~cic~~ics clc las prolciiiiis midilxilorcs duranic In 
C01lg2lNi6ll y ccmscrvacii,i~ Cl1 ccmyclacih EX511 CXlSild¿lS fUll<luIllcIll;IllllcIllC por IOS C~llllbiClS 
cil cl agua LIC los Ic,jirlos y por iIcIcrmiu:~ckui rcaccioncs qulniic;is y ciwhiticas que continuun 
prc~clucihrlc~sc :I lxi~jis Icmpcr;iluras. Enlrc cstíiS úl~imns c;lbc clcstacar lil dcgrnclacidn del óxid0 
tlc Iri1iiclil:m~iiia (O’I’MA) y ilc los lípidos. 
1.3.2.1,- csllll>ios Cl1 cl 11g11a 
La ccmgcliicibn tlcl agiui lisulor cs una dc las causas del dctcrioro dcl músculo ClurantC 
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Iü co1~gclx9ci1l y cwwx~;xii,n cn cmgclaciiín. Aunque algiuins prinmw obscrvncioncs 
sugcrinn 1pc CSIO Cl'il LlCl~idO Illll~lalnclllolnlcl~lc a lo rlNlllacifill dc criscaki dc IliClO CIC glm 
Innufia, cstuilios nih 1.ccic11tcs dcniostriiroii cstc fcnúnicno hico sc cla s6lo a vclocidndcs clc 
cnfrinmicnto niuy Icntas. C,~unndo sc Ci~rniaii gmndcs cristolcs cstracclulwcs, estos provocm 
cluc las fibrns n~usci~I~cs ~II~~~~;III y sc ûpclinacc11. Asi, cuando cl rntísculo sc descongela 
dcsprc11dc gr;111 c;111tidad LIC csu~Ii11I0 y prcscnta u11i1 tcstura seca y “cstropajos~~” (III:, 1990; 
‘kjaila, LWS). 
Por otro 1;1h. la ci~ii~clA5ii del agua tlcl nictlio proclucc un incrcincnto dc le 
cimxntroci6i1 s;iliii;i CII Ia hsc ;ICIIOS;I no congcl;dn (criocallcclltracibll), lo cual cunstituyc unil 
c;~usii imporI;i~~tc dc ~Icsil;ittir:IIi%;ici~~I1 y agrcg;ici6n clc Ix protcínns. Esto cs rlcbido a que, CI 
coIiccIitriiciol1cs ;ilt;is, algiinwi iiwcs cmpitcn C«II cl ign por los sitios liitlrofilicos dc la 
prolcina y cllo p~~c~lc onducir ;I uii;i clisn1inuci6n dc In hitlratuci6~1 clc IilS protchs y pCrdicla 
dc solul~ilitlad (Malsu~r~o~o, 1079). Adcn~tis, tII tcmr lugar 1111 C¿IIII~)¡O cn le I1iclratncibn de IOS 
iones, SC protlucc u11;i rcdislrilwcih1 LIC los pucntcs dc hiclr(,gcno y uniones Iiiclroí6t~icas f.21 
Iü protcino, Ias cudcs p;irIicip:m c11 cl niorileiiiiilicilto tlc lo coi1lonw.2ibn iintive dc In prOtCfnil 
(Lcwin, 1974; Sikorski y I<olakowskn, IW): 
1.3.2.2,- Ikgrnllllclílll tlcl 0si1l0 (ll! Irllucliltllllll~ll (O’l’hlA). Acción dcl ~oonl~nltlclml (FA) 
I :I COIII~IICSIO q~~i~nico O’I’MA SC cncwIItr;I lxcscntc cn organisnws iminos y cstzí 
gcncr;~l~i~iitc wscntc CII pcccs tlc agua dulce. Las contitlnrlcs más altas sc cncucntr~n cI1 
cl;~s~l~ol~roii~ttiios y Iclci&lciw y su coiw2nlrocih1 varía ;unplinmcntc, siendo mayor Cl1 IN 
cspccics pcrtciiccicntcs aI orilw ~;dirc~~l~~t2i y mci or c11 pcccs plnnos como lcnguutlo a platija 
‘I’i~l1ll>icin SC cncucmr;~ c11 gmndcs coI1ccl1tr;icioI1cs c11 algu110s n~oluscos y crustdccos (Mackic, 
I 003). 
LI tlcgrodacih~ tlcl UI’MA cstti implicada posilh~cntc en la osrnorcgulaciáll y 
funciona coiiw un nicilio clc cxcrcci6l1 clc nilrógcno. En la cictiialidatl cslb claro que IS 
rnUttll~olizeci611 clc cstc conlpwst» SC prcWx :I trtds dc cl enzima Q’I’MA-dcsmctil«sn 
(Sikorski y Kostuch, 10X2; Luntlstrmn y col., 1982; Rchbcin, 19X8; Flultin, 1992 a). 
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Ihruntc la couscrv;~ci~ln CII congcluck’m, In dcyradacih del OTMA por acci6n dc la 
QI~‘MA-~csI~~~¡I;Is~~ &I lugur 21 I:I fornwzi6u dc FA y dimctilomina (DMA) cn cantidaclcs 
..< 
c<liiiiil«lcciIl;irCs (Chstcll y col., 197’1). Dich enzima, n difcrcncia dcl OTMA, SC cncucntru 
~610 CII alguno cslwics, ftlntlni~lcilt3ln1cn(c dcl orden gadiformcs (Sikorski y Kostuch, 1982; 
Rchbcin, IOHH; Iluor& IV)?; llultin, 1992 ii; Sikorski y Kolakowskn, 1994). I?Su hn sido 
locûlizuda cii iiiucli;~ mayor conccntr~~cih cn Ir7 srmgrc, higado, rifioncs y OIros 6rganos que 
cn cl músculo (Sikorski y Kostucl~, LW2; Hultin, 1992 n), Así, dcpcndicndo CIU In cantidad (IC 
Srmgrc y viscclas iluc SC dispcrscii cn cl niúscuh bliuico durnntc cl proccsndo, tcndrrín lugar 
difcrcntcs vclocithdcs LIC ruptur;l LIC O’I’MA (Mnckic, 1903; Sikorski y Kolakowskr~, 1994). 
Dcsdc que cn 1005 /\n~u110 y Yani;ida cucoutrwon que CII músculo cO~wzrvecl0 cu 
congclucih rcnia lugar I;I pr~~duccih~ dc FA y DMA sin~ult!li~car~~c~~tc, numerosos csludios 
Sc hnn ccntrndo cii su rormnc¡Cm y cl’ccto sobrc In tlcstlaturalizüci6n y agrcgacih pr0tcica cu 
pescada conscrvudo cu congclaci6n (rcvisi~clos rccicntcmcntc por Chrcchc y Rcccc, 1992; 
l~lanrd, 1990; l~lultin, 1992 il; Sotclo y col., 19%). Distintos wt0rcs (Costcll, 1,971; Gill y COI., 
1,970; Rclhcin, IOXN) cucontrwn cluc In f»rmacih dc FA y DMA asi como los cambios cu 
tcsturo y solul~ilidntl protcicu cu gotliformcs dcpcndhn dc la cspccic. 
Parte del FA gcncratlo por la dcscon~posici¿m dcl OTMA pucdc intcrnccionnr cOn 
compucslos ilc I~;i,io peso molecular (nuclcótidos, arnino!lcidos, crwtitiina, clc..) y con 
protcinas (lìaiiila y I lultiii, IW3; I~clil~cin, 1985). Sin cmburgo, sc cree que cstc rcnccionu 
f~~~~iln~~~c~it;~li~~ciit~ coii protciiwi. 1.5 estudios cn sistcniu ~nodclo, cn~plcnndo 1% y 
scroallCm~ina Irovin;i ;I R7”C1, SC Iiii dcni0stríido que cl FA sc unc aiialiticwXmtc ii tres nivclcs 
distintos (‘I’oriic y col., 1070). hrtc del FA SC UIIC dc modo rcvcrsiblc, forrnondo reStoS 
liidrosin~ctilo, I,;lrticuI;irinciitc 111 rcuccionar con cl grupo a-arnino dc restos dc lisien. &tC 
pu& ser lilwado por medio dc ditílisis. Chru purtc del FA cst6 unido n las protchas 
C0rnirmclo grupos I~iilr0simctilo 0 pucntcs mctilcuo cntrc lisinil y otros amino(lcidos como 
urginina, trsparrogina o ~lu~an~ina. htc SC cxtwc COII hcidos. El EZA rcsistcntc a la cxtruccidn 
cou licidos SC cncuc~~tr:~ formando cotnp~~cstos como mclil-lisina, forinil-lisinn y pucntcS 
mctilcno cntrc lisina y tirosiilii. 
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Castcll y col. (1973) plopusicran iluc cl FA nctuoba conlO rcsponsablc clc la 
dcs~latlllnliz;~cici~l prolcica :1 IKI\:CS dc la fOciuacic\ii dc pucnlcs ~wtilc~io intcrprotcicOs. Otros 
autores hau sugcdo que ticnc lugar un primr csfoilo cn cl que sc forninn puentes disulfuro 
.,I 
que fworcccn cl postcriw cstal~lcciii~icii~t~ dc intcrucci0ncs covelci~tcs (Mattlicws y col., 1980). 
Mattlwvs y col. (108tl); Owusu-Ansah y I~lultin (‘1986 y 1987) y Rngnarsson y Rcgcnstcin, 
(1980) c~~co~~tr;~fo~~ tluc 12 for11iaci61i dc FA ibn m~~nl~~ñadn dc la q)arici6n dc :hgrcgados clc 
nuturalcm c0vaIc11tc cn ~~ihculo dc g;iditlos ~~lnwcnnil~ cn congclncián. Ang y Ihltin (19X9) 
Obscrvnron qiic la c:u~tid:d dc cnhccs covdcntcs que sc Eorinan cntrc las protcinns cn nlúscul0 
clc ~XGI~~O dur;~iw Ia ctmscrwcii,il CI, congclhhi cslabn rclacionatlü con lo wutidtld dc FA 
nñadido. I)ar(c del I:/\ I’orniado dur;i~iIc la conscrvwih cI1 coiigclacibn porlrin unirse 0 las 
proteínas por 11icdi0 clc inlcraccioilcs sccuntlori:is (I~lultin, 1002 ;t) 0 n0 rceccionar CO11 cstnS, 
purlicnclo ser cstroitlo. /\lgunw aulwcs ciwiitrwm cluc cl FA XClCrulXl lo clcsniituriili7;aci611 
protcicn sin iluc tuviw:i lugar iicccs;~ri;uiicntc Ia fOrnwidn tlc~ciilnccs covalcntcs (rcvisndos 
por I~lultin, ‘lW2 ;I; C;ircclie y Rcccc, 1002). En estudios CII sistcinu 11m.kA0 c011 protclna 
niiofil~rilar sc lia dcmostr’~lo Ia accih qrcgaiitc ilcl FA y su cfccto sobre la altcracih rlc In 
collîornmcih~ LIC Ias lwotchws lwvh ;I Ia ;Igrcg:tciún (Ang y Ilultin, 1989; Ucl MUO y COI., 
1993; C.hrr;irlcs, lwl). 
Ilcsclc cl punI iic vist:i quilnico, In rcoccih ilcl FA con In pr0tcina Sc ve ílFCClKkL por 
hctorcs cmo I:I tc~~~pwatur;~ (Ang y l lultin, IWJ), pH (Rclhcin, IN; Kostucl~ y Sikorski, 
1.077) y tipo tlc [lroLCíll;l (cilslcll 5’ COI., 1973). 1~ sifrc, cstíi rceccibii tlcpc~iclc i~clcni~s dc la 
rcactiviclnd del F/\, 12 vcIociiI~~d ilc foriiincibii ilcl niismo, su tlispot~il~ilitl;itl y cl cstuclo dc h 
pr0lcína (Rchlwiii, IOHS; Solclo y col., 1 WS). El1 gCllClIll, Cl’ FA rcacciolm nl6S COI1 ItlS 
lwtcínas niiofil~rilmw qiic cw las sarcoplUsiuic:rs (Olinislii y Rodgcr, ~1979). 
Auniluc cl niayor dctcrioro ilc las propictlaclcs Cuncionalcs dc los protcinas n~ioBbrilrlrcs 
durwtc 13 conscrv;iciOi~ c11 c01~gclacih cn cspccics dc gnrlif0rnlcs sc lls rclacioi~acl0 Con la 
forinecihi y acuiiiuhcih LIC FA (Gil1 y col., 1979; Lnirtl y col., ZWI.; Owusu Ansidi y I~Iultin, 
1.980; Jhckc y col, 1002), cicrtus cspccics cxpcrimcntan p&tlirlos clc cxtractubilidacl cn 
c0ndicioncs cn cluc 110 ticnc lugiir ;ipctins formacióil clc FA (hircl y col., 1,981; Owusu AllsZlll 
y I-lultin, ‘l.9l-Z; C’arcclic y ‘I’cj:d~l, ‘LWO b y ‘1991). Sin cnlbargo, la coniplcjidad dc IOS 
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canilhi quínlicos y hicos que ticnc~~ lugar durûutc cl elnltlccnomicnto cn congclacián dc 
nnísculo dc pescado hncc pcnmr que cs clificil que uu S610 compuesto sca rcspoiisublc dc la 
dcsllatur~~liz~~ci6n proteica que ticnc lu+!r h sirrc. Asi, Ir7 p6rditla dc OTMA dcbiclo n su 
dc~rd:~ciOu u DMA y FA pucdc incrancntor por si miSOli\ la susccptildidad ch los ptotcinns 
n In dcsiiaturnIiznci6~i (Ilodgcr y Hastings, 1984; Owusu-hsall y I-Lultin, 1986; Sikorski y 
KOl;ikowsku, IWI). (.:oI~~[);I~;III~~o los datos clc cxtractubilidad clc prc~tcínas c incrctncuto de 
&rcz~ dc mtísculo cou lo lormaci6u dc FA (mcdiclo a travh dc la formucibn CIC DMA) CII 
cspccics del cxclcii g3di(‘ormcs, no SC cucuc0lr;i una rchci6n clirccta causa-CíCCtO (CtlStCll y 
col., ‘1973; Sllci~ouila, IOHO; Ilultin, l,W 3). Por timt0, il pCSilr clc IOS mUChOS csturlias 
rcalizudos cii cl campO clc I:I ;icciOu clcl FA sobrc los protcluns, su pnpcl cu IOS lTcn6mc~~OS dC 
dcsiiatiimlizaci6n y q;rcgx:ih ;IL¡II no cstR coii~plcton~c~ltc xAarucl0. 
. 
1.3.2.3.- L,rpitlos y SIN plYltlllrlc~s clc tlcgrrltlllCi6n 
El cfccto clc los lípidos cu lus protclmls ciurunlc cl iiliiliiccliillliicilto cu congclaci60 
vnrln dc acuerdo ccm cl cstxlo dc los mismos. Los lípidos intactos (no hiclrolizedos ni 
osichclos) y los ;icidos gmsos lihcs tliricrc c11 su uccidn dc 10s prcrcluc~os tlc la IAr6lisis clc 
los lípitlos. 
Dycr y I)inglc (1001) CIICOII~I’;II’OII que ILIS CS~CC~CS mtlgrilS LIC ~CSC~~O, COI1 ~111 
contcniclo CII lipitlos inhior aI I %J cr;m menos cstnbfcs y mostrnh umi tlisminuci6n bastnnlc 
r,lpicln cii cstlactal>ili~lacl dc protcínn cu;ínclo Sc 13s comparaba con las cspccics tlc pcSCflCl0 
gmsas (3- 10% dc lipirlos). Lsto Ics llcv6 íi concluir que los lipidos iicutros cn cOnccntmciOncs 
niotlcrocl;is c.jcrciaii umi acci6n protcctom 0 bicn increlllctllaball Irt rcsistcncia a la 
tlcs~~c\tttrclli%:ICiOll y ngrcg;dm durat~tc ltt cOOSctvi\cióu p»r congclnci6n. Postcriorcs trabajos 
iipoy;iroii dicha Iiipihsis (Kürcl, 1973, Frcthcim y col., 1986). 
Sc cree que los lípidos ncu~ros SOO cepaccs clc contmrrcstar la crcci60 negativa clc IOS 
hciclos grasos lihcs iicutr~~lizautlo 0 clismiuuycnclo su intcracciúi~ con las protchs. Sin 
embargo, tainbih SC lia ciux~i~trxlo que la prcscncia clc Ilpidus neutros pucdc producir un 
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cîccto c»~itr:irio al a~wrior. IX0 tkxc lugar cwi~d0 sc prwlucc rotura de nicrnh-ms cclulercs 
y tlc org;inulos que dan lugar ;I que los lípidos y proteínas sc tlcscolliportimcntc~i, clc niaricca 
quc puctlcn tci!ar lugar nucvxi r0rtlltts tlc intcracci6n cntrc ellos îorniando complejas 
lipoprotcicus clistintos a los ii;Iturdnicntc prcscntcs y que contlicion;ui In tcsturn del tejido 
muscular (Shcnoud;~, IWO). 
Chcchc y ‘I’cjxh (1 WI) IIO cncwtrnroi~ cfccto alguno cic los lípidos neutros Sobcc InS 
pcopictlatlcs ~u~lcionolcs dc Ia AMN t~islntln dc nlcrluza dumntc la conscrvnción en 
congclacidii. A pcs:Ir clc esto, dichs 3utoms dctccturoii In rh~0cih dc coinplcjas 
lipoprolcicos ilisdihlcs, lo cu:11 c~~iiicidc con lo olxcrvorlo por Shcnoutla y Piggot (1,077). En 
13 fornmcidii dc estos ;igrcgxlos cstdai iinplicadtis las fuerzas clcctrost~ticas c hitlroh!hicas 
(A~~tlou y col, IOSI; ~‘arccl~c y ‘I‘cjntl;~, l!J9l). 
1.~1s :iciilos gmsos lihcs sc I’oriiwi ii partir ilc la hidr6lisis ilc los lípidOS cn pescado 
durontc su conscrvacicin cii coiigclncihi por indio dc lo acci&l ciizinxítica dc las CosEolipssas. 
Estos provown Ia prccipitacih dc las protcínos cn sistcniw udcl0, siwclo tos lnhi 
insntumclos y dc cadcn;~ IIIGS cort:l los IW¡S cîcc~ivos (King y col. 1062; Jxwback y Uljcniack, 
1975). 1.2 intcmccii,ii cntrc estos y Ix pcotchas SC cree que cs de naturalczn sccundoria y 
clcctrostdtica (Slll!lloulia, IWO), ;iuntluc hay cierta pacticipw%i clc uiiioncs cnvdcntcs 
(Cxcchc y ‘lI$;itl;i, I WI). 
lhaitc Ia ctwcrvnciíw cii coi~gclacih los lipidos pucch ositlxsc, chtI lugar r7 la 
foriimcibii LIC ~~od~c:~lcs lihcs. listos ilttiiuus sc dc~coiiiponci~ cii pcr0siclos, los cwlcs originnn 
más radic;ilcs lilwcs y c1~1iilx1csI0s tiilcs coino ;iltlchítlos, ccIoii:is, ;~lcoli»lcs, dcidos ctc. Los 
wxanhos por los que tmwcurrw estas rc;whncs y los hctorcs que los coidicinna~~ hn 
si& ccvisxlos por distir~~os autores (J iillCllcz-(:olilictlcro, 1979; Lillartl, 1987; Kanncr y COI ,, 
1987; Gmy y I’cxsori, 19X7; Lhrcchc y JiinCncz-Coliilcilcro, 1088). Los raclicalcs lilxcs y 
productos dc Ia osihcií,n illlcr;U!ioui~~l con liis protchs y proclucw la ugrcgacih dc IelS 
mismas (Cas~cll, ‘1.97’1; Sllc~~ourla, IOHO; Khnynt y Schwt~ll, ‘1983, brcchc y Tcjada, 1900 a 
y b). C,.os procluctos îori~~:~dos ci, 111 intcraccihi protcíncl-lipitlos oxitlaclos son muy numccos0s 
al ser niuchii 13 viiriccl;id ilc grupos reactivos prcscntcs cn ambos tipos tlc con~pucstos. SC CCCC 
que estos SC uiicii covdci~tci~icntc ii grupos cspcciuhcntc susccptiblcs dc lils pcotchw (grupas 
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-SI,1 LIC Ia ciskína, grup~~s ~-;IIII~II~I dc la lisinu, grupos N-mino tcmindcs del kiclo 
asp6ric0, lirosin;~, ~iiclio~iiii:~ y nrgiuiiiu) (Slicnoutlo, 1980). Sin embargo, Carechc y Tejada 
(1990 ii y ll) c11co1mro11 uii clcclo prwx~or tlc la funcioncilidxl cuancI0 sc adicionaban Itpidos 
II 
oxichclos il músculo pic:do dc 11v2~luza lxcvianicntc n su co1iscrvucih1 cn congclacidn. Diclm 
autor;ls olwrv;~ron IIICI~OI’CS ~ii~clcs LIC FA c11 los lolcs co11 lipidos osiclados nñacliclos y 
co]~cluycro~i cluc 13 ;iccXm probx1oru ilc los inisnios podh dclxrsc 8 que eStOS CrcdXlll Ull 
ambicntc rico cn osip.~o que lwduci;~ inhilki6n clc In tlcgradecih cnzim~tica del OTMA 
y por tullto, clc la forlll;lciíul IIC FA. 
1,3.2.4.- Intcwxl611 CIIIIT 111s tlisIil1tus CIIIISIIS tlc Iris 11llcrncIoncs 
la agrcgaci611, yu que cxlu uim pucilc irdluir sohrc los otros kictorcs. Por cjwplo, Ii1 clcvncla 
~011~~ntri1~101i saha Imc~Ic~i cstiiiiular I;I dcpracl:~tcihi tlc los lípidos y ncclcrar la libcrncih 
dc ácidos grasos libres (Sliciioutl:~, 1WI). Por 131ro Ido, Iu ruptura dc las n1cn1hmas cclulorcs 
dcbitlo :i In for~~iocih~ dc crisI:~Ics clc Iiiclo piicclc dar lugnr 11 la libcracih de los Ifpiclos dc 
n~c1nlximii y así i~uuic~~~;~r Ia prolxilWhcl dc rcucci6n con prolclnns, claiiclo lugar a le 
formdh ilc co~~iplc,jw lipoprolcicos II» prcsciitcs clc îorma niilural cn los tcjirlos. La 
dcplcck’m dc Ul’tvl A, ~lcl~itlo ;I la ~~ii,n dc la O’I’Ml\-tlcsn1ctilis1~, ucclcrn tlc 11mnw ii~tlircctn 
I:I i~~~l()o~i~la~iii~~ CIC IOS líl>itIOS (Sk~l~utlu, 10X0). A~IwISS, CI CYI’MA l¡CIlC IiI C~ll~XlC¡dlltI CIC 
aclunr como 1111 osii~olik~ I~olcctor quc coiitr:1rrcsta cl cîccto tlc clcsr1eIuralizaci6n prolcica 
clcbiilo ul incrcriicnlo dc Ia cwxnlrxih~ clc sülcs (IHultin, 1992 1)). Rimbih, la prcscncin dc 
lipitlos OSidildOS iilllilm 12 I’orm:tcióu tlc FA (Cnrcchc y Tcjncla, 1990 i\ y b). Sin cnihrgo, la 
muyoria dc cskis iiilcrikccioiics iiu Iian siclo csIutliotlns c11 profunrlid1id y cxislcn pocaS 
coiicltisioiics claras rcspwlo a su iiillucnci;~ cu cl proceso clc tlcsní~lllrilli~~~ció1~ y agrcgncih 
cluranlc la conscrvocih cii cqyl:icii,n. 
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1.3.3.- I~,\c’I’oRIss QLJK INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE 
nESN~~URAl,l%r\CIC)N Dl!: LAS 1’RO’WINAS MIOFIl%RILARES DURANTE LA 
CONGELACXON Y CONSISRVACION EN CONGELACION 
L..os distiutos I’;~ctc~cs SC puctlcn agrupar cn: i~itrInsccos (cspccic y cstacionnlicl0tl), dc 
prnccsado y l’wm~s rcht ivos ;i Ia conychci6u y conscrvnci6n en cstndu co~~gclatlo (velocidad 
dc congcloci61i, Ic~iipcrntura y ticnipo clc conscrvoci6n). 
1.3.3.1.- 1sspccic y cslncil~llnlillatI 
las cspc~ks cim rcI;iIhiiciiIc alto coimii~/o CII yrusa ticnclcn n ser uIcnos susccptiblcs 
II los cml~ios CII tcsturu pi” coiiscrv;ici6ii ci) ciqcloci61i. Esto sc Ila atribuido ul cíccto 
protector LIC los lipidirs discutido CII cl :ipwI;ido ‘1.3.3.3.. 
‘~‘;IIIIMII SC liu dc~iiostriiilo que hs cspccics ilcl wlcn gntlifonmi (nicrlum, lxicaleo, 
bncolutlillû, CL) SOII iiitis susccplil~lcs :I In ïlcsiiotiiriili%iici(rii proteica clurnntc la coiiscrvaci6i~, 
lo cu;il, como SC 1x1 iiidic:itlo cii cl apxtailo ‘I.J.32, SC IXI hbuiclo a la accibn clcl FA 
proilucitlo cu cst;is cspccics CII mnyor caniiil:itl. 
LI csld~ilitl;~tl ilcl 11ii1scul0 ilc pcsc;ido duronlc cl ali~~iiccnomici~to por congclucich 
viirin t:iml~íCn cim Ia cstuci6n ilcl :uio y olrus caructcrísticas I~iológicas como cstedo 
nutricionnl, grado dc htig:~ u cstuclio clcl ciclo rcprocluctivu (Dagbjartsson, 1.975; Crupkin y 
col,, 19X2, IWS; Simpson y I laaril, I9X7; Silva-Paclicco, 1987; lave, ‘1988). 
1.3.3.2.- Vclocitlntl tlc cungelnción 
1%~ l’actor influyc CII los fc1~61w~1~os clc cristnlizaci6n y diFusXm dcl agua. tisular, 10s 
cuales son cuusa importante dc rlcsnatureliznci6~~ de la proteína miofibrilar, como yt~ SC ha 
intlicaclo. 
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Si 13 vclocitlad dc congclaci6~1 cs rtipitln prcdonh Itl cristalizaci6u iutrwclular, 
formliurlosc Crist:IICs pcquciios quC apcn;is moclifican Ia estructura celular. Sin cmhrg0, si 1;~ 
vclocidotl clc congclacii>n cs Ic sc formmi cristnlcs cstcacclularcs grancics debido 8 que Lp,s 
primeros míclcos dc cristdizoci6n sc liu~ixu~ cstraccli~lam~c~~tc. EXo provoca Iii foniiacibn clc 
cristales cstrxclularcs lmcia los cuales ticnc lugar una difusi6n de agu:~ clcsclc cl interior dc 
Ir\ c6lulo (Matsunw~o, 1170; IIF, LWO; ‘I’cjacla, NOS). 
Ailcimís, 13 vclociilad ilc co~@acidn tlctcrmina tariibih cl ticmpo durante cl cunl Cl 
n~tísci~lo cstd ~sl~uCsI0 :I tciiipcraluriis en cl rmigo culrC -1 y -5°C (Ila111nd0 %Ollû clc 
cstol~ilitlad iiivcrt ida), doiidc Iici~cii lugar III~~I~;I~ rcoccioiics cotebólicas clc iniuicr~~ m6s rApidn 
que CII Trcsco dchido al C~ccto dc CriocoiiCci~lroci611 (IIr, 1090). 
. 
1.3,X3.- ‘I’ctiipcrrllurn y IIcinpir tlc co~iscrv~~clón 
COIIIO quCd6 dcmostrxlo CII los trnhjos tic Dycr (Dycr 1951,; Dycr y Morton, 195%; 
Dycr y col., I950) y Con~icll (‘l900 ii y h), micntrns mciior cs la tc~iipcr;~tur~~ clc coiiscrvncih 
cii coi~gclaciím, mcuor CS Iii vclocitlutl dc tlcsnaturaIizoci6~~ proteica. Euubih Sc sabe que 
dumntc cl tiempo tlc iiliii;~cclraiiiicilt» cn COllgclilCi6ll licnc lugar uu crccimicnto clc los 
cristales ilc Iiiclo y uxi iIcsii:it~ir;iIi~;~Cii)ii progresiva clc las protchas tlcl tejido niiisculur 
(‘I’:mokn, I!~O.s; I .WC, IOOO, M~IS~III~IO, 1979; IV, 19tXl). 
1.3 clcpciitlciici;i Con rcslwto ii 1;) tcmpcrütura dc los clistinlos procesos rClilCiOllKlGi 
coii cl tlctcrioro ii0 cs Ia iiiism;~. Asi, lu cncrgin tlc octivwibu dc Arrlierlius (Eu) dc IOS 
cambios cii tcstura cs mayor que Ia dc los camhos binqiiiniicos (L.cBlanC y COI. 1.988, IhltCl, 
1900). Atlcmcis, CSlil ilcpCiidcuci;i cou rcSpcCt0 il la tcmpcraturn clcpcndc 8 Su VC% Clc 121 cspccic 
(Swctja, LWO). 
1.3.3.4.- I’roccsllllllcIllo del lllúsclrlo 
HI traltimici~lo iii qiic sc sm~ctc cl nnísciilO ticuc gran inlhcncia cii su cOmportamicrlt0 
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1.4~ NA’l’UIIAI,lZ,A Dl’l., I’ROCIPW DE Dl!SNATU1~I.~I%ACION Y AGREGACIQN 
DURANTIS LA\ CONSI'R\'/\CION KN CONGELACION 
I,.os fcn611icnos dc ~lcsna~~1cnlizaci6n no solo ticncn lugec cn Ias pcotchas miofilxilarcs, 
0 del cstconia, I:I myori;~ dc las prOlcín:~s cnziinAlicas dc las cClulas musculares niucstran 
chn~inucih dc su actividad ;I lo Iwgo tlcl Cmpo dc conscrvaci6n (Sikorski y Kolakowskn, 
1994; Mackic, lW3). 121 gc~wol IOLIOS los cwsti~uycnks clcl nxIscul~ csth dkctad0~ cn 
mt\yor 0 mcnw prado por 18 coiiscrvaci6n cn congelaci6n, ;rim~~uc los nioyorcs cambios Sc dnn 
CII pcoccínos ~~~iolil~ril~~rcs, solxt IO~O cu miosinn (Mackic, 1993). El mcmismo por cl CRIC 
licncii lugo csws c:111lliios CII lmwi~i:~s n~ioîihriltlccs SC 110 csIudiatlo dcstlc cl punlo rlc vista 
nior~ol6gico (nicdi;mcc inicroscopi:~ clcctrbnico, fundoillcnInlIncllIc) y I1i0qulmico. 
l:lii cu:ink~ aI i11cc;11i¡sm0 LIC agrcgnci6n tlcsclc cl punto ilc vista n1orîOl6gico, la pcimcr8 
hipdlcsis ;iccrc;i del mismo SC ilclx ii King (19CA). Dicho iiulor, por medio dc csturlios cI0 
~rltr:lccncriluR:icic”,ii sugiriií que tlumiirc cl ulmaccll:lnliclllo dc músculo de IxG~l:lo hbla una 
cdpitki tlisociwd6ii dc I;I ;1cl0111¡0s¡n~1 F (uc~omiosim~ Tilanici~losa) cn :iclOmiosina G 
(aclomiosinn gloliulx) scgiicla ilc uii;i disockicibn tlc la nctomiosimi G cn sus comp0ncntcs 
(miosinn y :icliii;i 1’ y :icliii;i G), los cii~h sc ngrcgan c11IoiKxx consti~uycnclo la prolclna 
incslwchblc c11 solucicin s:diiia. King (IW) iwJic6 canil~ih la posibilidad dc tlgWgilCidl1 CIC 
Itis iriacloinol~c~ilils dc x30miosiii:i 1:. 
I,~~rutlios iiimfolii+$cos nilis rccicnb.3, uliliz;in& la microscopia clcc\cdnica, han s,iclO 
rcvisatlos por Ma~sumo~o (1 WI). 1~ hsc ;I ellos, clicho :IUIOI’ propuso cluc cn los primeros 
cshlíos dc I;i cmwwcii,~~ CI, cwgclaci6ii, los rhlcm dc aclOnii»sinn SC prcscntnn 
;igrcgatlos I;ilcrdniciilc y cnIrccruzAos y que csk ciIIrccrLl%iililicIi10 y agrcgaci6n Sc accnlún 
h;iw dar origcii a csIrucIur;is cii kirriiü dc red. Aclcni&i clcl ciiIcccrli%illliicIito y agccgnci6n clc 
la actm~~i~~sin;~, dur;luIc Ia congclncih y conscrv~i6n cn congclacicin licnc lugar UWI 
disockrcih de Ia niisimi CII aclina F y miosina nconipafi~~dO dc uw agrcgwihi clc ambas 
pwkinas. 
L 
Las tlistinlxi ;1p0r~~io11cs CI In dilucitlaci6n dc mecanismo bioclulmico de la egccgaciõn 
clc las pr«lcínas miol’il1rilnrcs dur;inIc I:I congclacidn y conscrvaci6n han sido rccogicki Cn Cl 
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np”rtnll0 13.1,. En gcncral, sc ;d~uiIc c]tlC Cl1 CSIC ìnlcrvicncu las rcxcioncs clc 1~s protcfnas 
Con los lípidos y sus protluctos dc dcgrotl:icibn (ricidos grasos, pmductos clc la osidacidn) y 
con cl FA Iwnodo por Ia dcgradoci6n clcl OTMA. Por otro Indo, .,!os cmbios cn 1~1 
comntraci6n s:ilinn y la ilcsliirlratoci6n dc les ~iiol&x~las proteicas que sc prodi~ccn nl 
congclorsc cl agua lisular cwiduccIi 0 oltcracioncs cu In conformaci6ri nntivü clc las pcotcfnn 
frivorecicntli~ la forniacihi ilc uucvi~s uniones clcctrostliticas y sccundarins intcr c 
iutcrprotcicas. Los distiws trabajos dc solubiliclntl y cstructcibilidad realizados liastn aliara 
pnrcccu indicx que los culaccs que intcrvicucn CII In clcsnntur~~lizaci6n y agregación son dc 
tipo sccunhrio, S-S y covi~lc~ilc no S-S (opxtntlo 1.3.‘1.1..). Tambihi sc sabe que las 
protciiins mzís :~rc~kllk~s SOII lo miosino y actki, niicutros que Ia tropomiosina cs la m6s 
csWc (Makm~~wk~, 1970; Mackic, 1W3; Sikorski y Kolakowska, ‘1994). 
1 Iultin (1 OK! ;I y II) IU sugcritio rccicnlcmciitc tui posible iuccn~i~isiiio bioquirnico dc 
dcsiiatur;iliz~ici6ii y ogrqyci6li dc la miusina rliwinlc Iii conscrvaci6n cn congclih%i, clcsclc 
cl piiii1» LIC vist;i dc Ia :icciC,Ii tlcl FA. Scgúii cslc wtur, cl FA I.CilCCiOll:l con la miosina, 
dcscstnl~ilizciiidol:i y I1xi611di~la niki susccptiblc ii Ia clcsnnliir~iliznci6n hijo las condiciones clc 
cstrh inilucitlas clurmilc la co~igclocil>~i y coiiscrwci6ii cii coiigclaciúii. Sin crnbargo, no cxistc 
cviilcncin dircct:I quc conîirmc ~~in~i~~ia clc las Iiip6tcsis prnpucstas iiccrca dc lo ncci6n 
cspccíficu ilc los dist iiitos hctorcs solxc Ii\ ilgrcgocihi iti sh. Esto cs clcl~itlo 61 la complcjiclncl 
clc rcaccioiics quím ici~s y cwhiticx que puctlcn arcctar ;I la prolche niiolIbril:ir cuíindo esta 
sc ciicuuiitrii intcgrxla cn la estructura ilcl músculo. 
Eii vista dc lo antcriormcutc inclicoclo. lo cvidciicia prcsciitnclti Iitistn ahora CS 
insuficicnlc para poder conhmw cualquier Iiip(itcsis sobrc n:ituralcza dcl proceso clc 
dcsnetiiralizaci(,ii y :igrc~iiciO~~ tlc las protcíiias tliir;mlc cl nllnocciialliiciito cu congclacih clcl 
músculo. LI gri~il cm~ticlxl dc hctorcs cltic Iirm siclo Wl¿lCiOlliltlOS cn muyor 0 menor niccliclu 
con dicho proceso pimc ilc ~~in~iilicsto Ia inccrliclumlxc csistcntc y sugicrc lo ncccsidad de rm5s 
trahju cxpcrimcutal i/l si/fc y cu sistciixi moclclo piIra poder csclarcccrlo. 
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Conio ya SC 112 i~idi~;~do c11 Ia inlroducci611 ilcl prcscntc trabajo, cl consunto clc 
pescado Cll Ilucslro psis cs UllO dc los lNoy»rcs CII Cl lllulltlo. IA congclnCidl1 cs uno clc los 
11v.5todos dc Co~is~rv;icici~i ui;is ulilimdos cn pescados mogr»s y cs cl origen dc un sector tlc 
gran i~~qx~r~a~~iu c~~cinlic;~. 51 c~~ilxqo, clura~~tc cl nI~~incc~~u~~iic~~to cn congclncih, los 
pc~cndos 111:ijims SUIIWI un:~ scric dc 1i1trdiI'iCûcio11cs cu I:I IcsIura y hinciolinlidnd que, scgún 
In CSpCCiC Sull 0l;iS 0 InCI10S C\.ihICS. liSlOS C~ulll)iOS CSl;ill ;lSOCiildOS Con fCll6lllCllOS tk 
clcsi~attir;iliz~~cii,~~ y q~rq~,.i~c’i~i~i dc pru~ciii;~s iiiiol’ilwilarcs rtlllrionlcn~ul~~IOl~tc y s  occlcrnn 
cuando cl 11K1scul0 SC sonict~ ;I liiwl~~ p~via~nctire II Ia congclncidn. Debido il cllo, clcstlc 
Iincc tl~cotl:~s SC lia w~iih csIu~I¡;md~i cl I;:~i~mic~io LIC ~lcst~nturcrlizilcibii y :grcgncXm clc les 
. 
pratchas IIMX~¡I;I~~~ CII ‘~KXXII~ dmacc~~nclo CII cmigcl;1ci6ti. EO estos trabajos sc lum 
cstucli;do los C;IIIII~¡OS CII cs~r~~c~;~l~ili~l;~~l dc Ia :Ictomiosina nnturat (AMN) CII soluciones 
snlinx y CII dihxciilcs ;~~~ciilcs ciilwc’cs dc r01npcr ciihccs sccunclarios y pucnlcs disulfurO. 
Otras ~I~~~«S¡II~;IC¡OI~CS id csludiu LIC Id tlcsii;lltlrali%;ICi~li y ag.rcgocil,il sc han centrado nl6s cn 
los caiil~ios Ihc~uimic0s que wur~~cii c11 Ix prolcin:~s niiofilxilxcs cstrulclns cn soluciones 
sahs. IX.slos trohjos li:iii sido recogidos por cliwrsos ~iulorcs cn clivcrsas rcvisioncs (Huarcl, 
1990; Ilultin, ‘IWL? Ii; tvlxkic. IV1.i y Sikorski y IMokowska, 1.9%). ‘l’arul~ih SC ha 
cstutli;do cl Ic~iímwno dcsdc cl punto dc vista m0rl’ológico, utilizando thic;is tlc microscoph 
clccwhica (rcvisihl dc M:IIWIWI~, I WO) y Crt>ll~l;lloglaTía dc gel îihcihi (LJlwmoK~ y col., 
197’1; Scki Y Ara¡, 107.1: 0l~11islli y Ihlgx, 1070). Siu cmharg:o, la clifcrcntc ~nctOtl»l«gíe, 
cspccics y cmidi~io~ics LIC prwcs;~du y wiiscrbwitin cmplcü~l;~s hcc que csisttl una cierta 
conrusih CII cu;~nm ;i Ia iiiicrprc~i1ci61i dc los rcsultxlos olw2iiilos por los distintos uutorcs. 
E.5 pues llcccs;uGo rc;lli7dr csludios cl1 IliSlilllilS Cspccics, SiguiclltlO ulkíl misma nICtOCl«lOgí¿l 
y que coiiilxciiiI;iii cl mayor I~~IIKW pwil~lc rlc iil)rosiillilciullcs. DC esta rorOla SC pucdc 
oblcncr una vision mlís conlplch dcII I’cnhncno dc cles~loturoliz:lción y agrcgnch dc IilS 
protcínns miolilwil:wi dur;mIc Ia co1iscr~:~56ii CII conyclacidn. 
SC Ilctll SCICCCi0ll:dO p;m Cl pN!SclllC CSIudi0 lrcs cspccics: l>Zlli~O, InChJZ¿l y 
bncolntlilla. IXI Iwxlao SC cligiti por su gran impurt:iiKh inclustriel y porque su co0SurnO 
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muiidid cs cl n~ayor CIII~C Ix CS~CC~CS del ghcro &difornvx (FAO, 1005). Esta cspccic 
pcrtcr~ccc nl gup" dc los twsl~:IcIos Ill:lgros, los cuales dominûn cl mercado pesquero 
intcnfwionol. Dcl~ido ;I cllo, SII ~oII~~)(~~I;III~¡cI~I~) durmtc IU co1wxvaci611 cn congelación ha 
sido amplioiivatc cstudi;~d~~ (M;~kic. I WR). IA ~iicrluz~i y lo bwiladilln smi das cspccics dc 
itnportiuitc c011suii1~1 CII IIIICS~I’O tuis. lh Ias t;hlas 3. I ;I 3.3 sc cspoiicii los datas rcfcrcntcs 
R las capturos rcdimI~s por la l’h twsqucr;~ csp:~ñolo y inundiol clc Iris tres cspccics aitrc 
los mios 1 WI y l W.1. 1:~ cllx SC t~ucdc ohscrvx coni Ix cnpturas clc iiicrluzn rcalimtlas por 
la fIati pcsqucra csl~;iiwl;~ cntrc I OS4 y IV03 suptdxon u11 porcciitr~jc iinportuntc dc IU 
capturas ;I iiivcl iiidi;il. I .os dms rckrciircs id v0lu1~1c1i dc pcscü dc lxrcal:itlilla rcnlimdos 
por la flota csp:~fiol:~ li1cr01i siiiiil:~xs :I los dc mcrIw:I < , ou~iiluc suptisici-oi1 un porccrittljc 
iw2iior que cl LIC I~~~I~I~YJ ~‘cspcw 2 Ix qmirx ~i~~~~tli;~lcs cii cl periodo coixiclcwtlo. La 
pcsctr dc Imal;~o lia ido ~Icc~cI:¡cII~~~ c11 iiucstro país dcsclc 1984, twquc las capturas 
nwitiinlcs I’ucron iii~~c’lio iii;~ywcs ~IIC I:IS rlc iwrluza y Imoladillri cnlrc 1984 y 1993. 
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I.;Is Iros cspccics cs~u~liak~s ~wic~mcn al ortlc~~ gcídidos y son forn~~~oras dc DMA 
y FA, por lo quc los cml~ios CII ICSILIKI tlcl>id»s ;i Ia olkxici6ii dc las proteínas miofilxilnrcs 
dumiitc lo co~iscr~~itiii cii ~on~+h%hi ~‘cprcscnI;u~ un iiiiporlaiilc factor rclalivo a In pbrdida 
de a~liclad. 
Dcsdc cl punzo dc vish ~ccnoli,gico, cl cowci~nicnto tlc la ngrcgoci6n do las protcíms 
miofibrilarcs del III~IS~~IO ~WI~¡I¡K’I definir los ~nEtotlos o condiciorw m5s ndccwdas pm In 
conscrvaci6~i dcl pescado c11 I’uiicici~i dr 18 cspccic y ilcl proccsndo. Asimistuo, cstablcccrla 
les hoscs p:~r;~ cl tlisci~o pr~~~awlos dc rcr~111cioilalizoci611 dc particlos do pescado cuya 
ftlncioi~olirl;iJ SC 1x1 vislo rcducid;~ ~UKIIIIC Ia conscwoción CII congelación. ktos tratamientos 
pcnnitirkm utilhr CSIXS ~KIN¡~;IS LIC pwcatlo CII procesos h~dustriolcs. Adcmhs, con cstc 
conocimicuto podrh ~~~cJor;~rsc 1:~ Icpislacib~~ UXI’C:L dcl control dc calidad dc pcsc~lo 
congclndo, ya ~luc cowidcr:mw que WI IIO cs lo suricic~~tcmcntc prcciw y no cs capaz dc 
difcrciicier ilisliiitwi ~uxhs dc ;Il~crx’iihl dc la lwtciiias mioîibrilarcs. 
2.L OJ1.JW1\‘05 
El prcsciilc ir;ha,io ILIVO como ol+xivo r~~~d~ill~c~l~;d l estu io dc le rlcs~inturalizaci6n 
y agrcgaci6ll protcic;~ duww Ia cowr\x:¡6n CII cwgclación, prestando cspcciai intcr& al 
cst~udio clc los tipos dc CIII:ICCS y ~VIIIC¡I~IS implic;~d~~s cn esta agrcgaci6n. 
Ikiilro dc csic ol~,~c~iw l’u~~d:i~~~c~~lol, se propusicroii como objetivos pnrcialcs cl 
estudio dc Ia iirIluciic¡a LIC: 
- cspccic dc l1csc;IlIo 
- grado dc iiWgrid;id dcl iníwulo 
- Ci~ll~id:lll LIC I’A r0~111:dt1 
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Para alcnnznr los ol>jcliws ;~nb~itw~~ SC disciiaro~i dos tipos clc csh~dios “’ 
- El, lnúscul~> coIlscI.\~do Cl1 coIlgcI;Iciíh1 (irt Ah) 
- En sislcl1l;l 1110dcI0 <IC p1.o1~il1:1 ;lisI~,d:l !' coIlscI.vild;l Cl1 co,lgclwi6ll 
Expcrlmnlos 111 situ 
Postcriormcnk sc csluditi cl coiiiporlm ic11I0 rlc 11itisct1l0 piwdo conscrvaclo c11 dongclnci6n 
tl -20°C LIU~illllC 49 scll1iIIlas CII olros dos cspccics: merluza (M~r/ltccil<,s nler/rtccirrs, L) y 
bactilaclill:l (iClicr~~i~tc~.si.sri,r.r ~X~II~~IS.SOI~, R). El diseño dcl Irabajo îiic similar cn los dos 
cstuclios. 
Sc miclicrm~ p;~r;i~llc~r~,s I',~~icio~i:~lcs (viscosid~I nparcntc, mctlich inslrumci~trrl dc 
tcxluro con I:I cCIUI;I LIC lir;~mcr y pwci11:1 SOIIII~IC) y bioquímicos (dckrminnción cic DMA 
y FA lilirc) c11 mí~swl~~ dc ~WI~KI p~‘ritidica. 1.~ fu~icio~i;ilitl;itl tlc n~úsc11l0 licnc inlcrh clcsclc 
cl pmito dc visla Icwoltigiw y cscii rcl~ioiiucla rlllld;II11cllliliI11cIlIc con los ciunbios il nivel 
clc las pro[cinas ~~~iol‘il~ril:~~.cs. I (IS pw’~~~c~rus l~iocluhicos (DMA y FA) fueron clck!rminados 
clda la imporkuici~i cluc SC CIJ al I:/\ cii las iiltcriicioncs LIC las prolclnns niiofibrilnrcs clurank 
la co~,sc~vxi~~i CII cotigd:~citi~i. cuyo csludio cs cl objclo principal dc cslc Irabajo. 
DC forma p;~~lcl;~ il 1~s ~~icdi~li~s rc;iIizaclas cw mí~sculo, cii cada uno dc los conlrolcs 
SC eisl6 lo AMN CII N:ICI O,o M. L111 CWI fracc¡ SC midieron tlivcrsos pnrhmctros: aclividad 
Ch*+-ATI+ísica, I~i~lrofol~icitl;~~l superficial olifti~icc~ (WA) y arondica @NS), viscosidad 
aparcntc c inclicc tlc ;~ctivid;~~I LIC cmulsi6r1 (IAE). Cs~as ~mctlidns sc consideran indicativas dc 
las altcrc1cioncs I~ioclui~uic;~s y funcio11alcs LIC Ii\ AMN cluranlc In conservncián. Taml~ián SC 
analiz6 IU AMN CXIIYI~~;I c11 cach CO~I~I.OI por clcckoforcsis (XX-PAGE) y cromatogrnfia do 
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gel-filkacidn. I .:~s cIcctroI’~~rcsis nos hn informaci6i~ accrcii dc los posibles cambios cn 
composicibn du los cslr~~ws s:~liiws y lwniikii tlckckn lo prcse~win dc ngrcgados covelcntcs 
cn los niisnios. Mcdianlc cl an:il isis por croniatogrnlía d& gel-Ciltaci6n sc pwcdcn clctcctar 
ugrcgados solul~lcs I’O~I~I;I~IH lm c~~Iaccs scci~~~iIwios. titos cunibius no sc obscrvmi por 
clcctroforcsis dcl~ido il las co~idicio~~~s ~Ics~~;~Ii~r;~Ii~~~iitcs cmplcaclas cn estas. 
. 
agrcgaci6n y Ia cwluciti~~ dc los 1iiis1110s 2 lo hrgo del licihpo. tas clcctroforcsis pcrmiticrnn 
conocer 13 implicihhi 111: las disliiil;~s prmciiias iiiiolilwilarcs cii dicha agrcgncih ilsí Como 
In prcsciicio dc :~grcgdos ~IIV:II~I~~~ w Ias l”r;ic~iwcs cxtraítl:ls 
ha cshidi;~~, cl CIIY‘III del I:/\ cii la coiigclacióii y coiiscrvncih cii congclocih sobre 
le AMN ;I¡sIxI:I SC ~w~x;II~o~~ tlus S¡SIC~I;IS IIIO~CIO COII AMN oisl~la dc mt’~sculo clc I>aculi~o, 
merluza y Iw~~~l;~~lill;~. Ii11 CI Ilriiiicro dc cllos (Sh4 1) SC pr~lcndía cslidiar In solubiliclad CI1 
solucihi Sdin; (Ic 12 pn~l~ill;~ cI1 p~cScIICi;I 0 110 tlc ilisliiitas CWllitlildCS dC FA. DC LOS 
rcsultntlos LIC CSIC S¡S~CIII;I 1110dd~~ SC pudo sclccciow Ia caih.lacl tlc FA que SC aMi 11 la 
AMN cn cl sigukwc S¡SICIII:I ~~lotlclo, CLI~O ol~~jc~o cra cl cstutlio dc la cx~trnclabiliclad cn 
distintos ;igciilcs dc los ;~~;rc!;;dus ii~sdul~lcs (SM2). 
El SM I SC ~~~lizti c11 hs ck~pw, CI, la primera SC cstudib ~610 umi cspccic: merluza 
(SM 1 a), pos~criorlncnlc SC cstudi;~ro~~ Ias otras dos cspccics: Ix~~dao y lx~cdaclilla (SMU)). 
A la vish clc los rcsuIt;dos oIw1111Ios CII SMI ;I, cn cl SM1 11 SC motlific6 ligcramcntc la 
metotlología ~iic~li;~iilc Ia iiitrotluccih~ dc uu luvatlo dc lil prolcina insoluble cn cl protocolo 
41 
(~W2WWi 1’ /)I.SK~O IX LOS PXl’,?Rl,\/,C,‘i7~~ ---- . ..-.........................................................................~~.‘..... I .._.. -- 
clc dctcrminncitili dc la s~~lul~ilik~d. ‘I‘ml~ic:~i SC dccidii, utilizar otro n~Ctocl» dc dctcrminación 
clc Irr conccuIraci<ji~ protcic;~ (;~lxw~ado .1.?.5,7,) imis :alccuodo pnru 1x3 dckmninocioncs que 
habrla que rcaliza~ ~~L’s~c~¡~I~II~cIIIC<CI~ SM-. ? EH cslc sistciii;~ niodclo SC csturli6 cl cfccto clc 
distintas coIlcciItT;Ici(,iics dc ITA solxx la solubilitlacl CII NuCI 0,ú M dc la AMN, tanto cn 
fresco couiu rlurantc 12 coilgcl;lcihi y conscrvocih CII congclnci6n. Paru obxver la acción 
dcl FA sobre I;I /\MN ~KV¡;II~~II~~ tlcs~laturalizatl;~ por congclacih y conscrvwi6n en 
congclacibn, SC ai~aditi C¡CI.I;I c’:II~I¡~:I~ dc cstc ;I Ia AMN clcscongclnda cu cxlu control, 
clctcrn~iulindosc cl cl’cctu solw Ia sc~lul~ilidad c11 NaCI 0,6 M. 
Conio yi SC lia iildido, cl SM? SC dischti parsi clc~tcriniuar la cstractobiliclatl clc los 
agrcgatlos obtci~idos cii c;ich coiitrul cii distiiitos agcntcs. Con cllo SC pudo cstucliur los 
cambios cu 18 prti~ilwiti~i dc los disti~ilos lipis dc c~il:iccs y protchis cI1 In :igrcgwidn clc 
la AMN ;~isl;d~~ dur;um Ia cr~~sc~Y’;~cih~ c11 congclacih. Adcmís, cl SM2 lmniti6 csludhr 
la accihi del I:A shrc Id I~;I~IIKI~CZ;I LIC Ia ii~~cg:~~iím y sus cmil~ios ii lo largo dc la 
conscrvacih. lis~c cs~udio SC: Ilcvii ;I ~::dx~ c11 AMN ;lisI;d;l dc bacalot), nicrluzn y lx~calatlilln. 
Sc utiliz6 uii:i rcI;ici(ili pr~~~~ina/l~/\ ~~L~LTI;I~;I p;w ohxicr caiitirlntl LIC ugrcgado suficicntc 
piiru potlcr cslutliar su cstr;l~l:~l~ili~l;l~l CII distintos agcnlcs siguicnclo uu pr0t«c0l0 similer nI 
cniplc;~do cn los estudios i/r .ri0c. Al igud cltic cii ilicl~us estudios, y co11 cl nlisnm objetivo, 
sc rcelizaroii clcctru~orcsis (SDS--I’/\(iI:) dc Iuihs las fracciones clc protclnu cxtraítl~l. 
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37 MA’lXI¿IAI,lrS Y MIC’l’OI)OS 
EI ~ntisculo pic:ido y IOS filcks dc lx1c;1l~10 ft1cr01~ sunhislratlos por Torry Rcscurch 
Slalinn, Alwclccn, hh~ Ui~ido cn Oclubrc dc 1092. Estos Iohs sc prcpnraron y fucron 
posIcriomcnIc co~~gclxlos y c~h~~s;~~los ti vacio CII dicho centro. l~oslcriormcntc fueron 
cnviittlos aI Iilslit,ulo del I:rio por avi6n c11 caijxi dc policstircno con COZ s6litlo. En Cl 
Inboro~orio rllc~0ll uIn~m~u~dos CI~ cciuw;~s ii -3OT, 
Los lolcs dc nii1sc11l0 picaclo clc incrluza y lmcalndilla sc prcpiirnron cn nuestra planle 
pilolo dcl Inslilulo del I<río :I partir dc pcscw.los cntcros cn csludo clc postrigor que îucron 
captarlos cu Marzo dc I WI y ~r;tnsporlatlas ;L nucsW) lebora~orio con hielo cu cajas dc 
policstircno cspdido. I&s iiuwIr;is fueron cnplunitlas 24 horas nnlcs clc su Ilcgadil il 
iiucsIr0 líhora~orio. 13 ~pcso 101;il dc Iris mucsIrils Tuc cic ‘1,8,002 Kg (merluza) y 9,025 Kg 
(l~tc;dntlill;~). LI longitud mcdi;~ dc los individuos hc clc 8:1,7 * 1,7 cn cl caso dc la merluza 
y 20,T.H -t: 2,7 cm ci, cl caso dc 13 I~acalatlillo y cl peso medio dc los mismos fuc clc 2 * 0.5 
Kg cu Iii merluza y dc IOO ti 40 g cn la L~nc;ilatlilla. 
3.1.2.- IWAC:‘l’I\‘OS 
IA m:~yorín dc los rcnc~ivos utiliznclos SC obmvicron dc las casas comcrcialcs Mcrck 
(Alcmanin), Pimrcac (Eslxiiki) y Probus (Espafia) con cxccpcidn clc los rclaci0nadoS 
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postcriwncn~c. 
Los tomponcs, gclcs y palroncs para clcctroforcsis se obluvicron dc Plwnda Biobxh 
(Suecia). El rcllcno clc la CO~~IIIWI clc cromi~~ogrnfín dc filtmción cn gel SC obtuvo dc Bio-Racl 
IAxnWorics, S.A. (Elspaiía). Las palrwcs dc filhci6n cn gel fueron adcIuiriclos do Phsrmacin 
Biobch (Suecia). Id ficido cis-lxuincírico SC ohuvo dc Molecular Probcs Inc. (,IXUU). La snl 
sbtlica dcl ficiilo t(-anilho I-IKI~~;IICI~ sulf6nico ruc tlc la casa Sigma (EEUU). El fluoruro clc 
fcnil mctil sulî6nico (PMW) fuc clc Sigma (EEUU). 
LIS l~olsx CIII~IC;III:IS p:w cuwsar ;I vacío Cucron clc Criowc BI3-1, con unu 
pcrmcul~iliclatl al osígciio LIC 0 cn& h/u&il. ti 23T. Las mcmhnas clc clihlisis utilizadas 
fucrou lthos clc tli;ilisis-viskhg ntírncro 0, con la~nniio dc poro clc 24 y con un dirlmcIro 
hinclixlo clc 21,,5 IIIII~ (Mcrlicall Iiltcrn;ihnl LTD, EEUU). 
El picxlo ilc los iutísctilos ilc incrltizti y l~ncalaclilla sc lia rcnliznrlo cn una 
cxlrtisionailora Ih:itlcr III~~I~I~ WI (Alcnwh), cou un dhwlro dc orificio de liudar clc 
3 111111. 
LI congclaci611 tlc Ix iiwcshxi sc ha Ilcvxlo ii cabo cn armario dc plnces horizonialcs, 
Sathrc, n~odcIo “Ihx~,ja~l~i~~” (I~lansl-Mollcr), (Alcnwin). 
LI cfirww Iri8 ilwitlc sc rcaliziroii los cspcrimcn~os ri Lcnipcrahux u 4 rt: 1°C fuc clc 
IU nwc:I Ako--l%x~r6nic;~, (1Sspaiu1). 
El ;1I11~;1ccii;~111ic111o cii csIüil0 congclatlo sc ha realizado cn cámarüs frigorlficns 
Polymar c Inhslrias J-M (IZsp:~fi$ cw una bmpcracura dc -20 ti loC y un nrch horizonhl 
clc coiigclnci6n de cougcluci6il :I Icii~pcmlurii dc -2O’C marca Zanntissi-420, (EspaAa). Para 
la conscrvoci6u dc las nlucsIms de clcclroforcsis se utilizb un arc6n dc -8O”C, modela 
Hccofrig CLNO, nwc;i Helo (Suecia). 
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Ll cort~;ldora n1cc:i11¡ca utiliznda pwn los lAoqucs dc pcscaclo cs llll 1110dcl0 F2, m¿lrca 
Brahcr (Nordisclw, Mas), (Alc~l~;tnio). WI 
IA cnv;is:~dor~~ :I vacío utilizntl;~ cs dc Ia mm Elcctroincciinica Urbano, (Bpnfia). 
LIS ccntrirtlg;lci«llcs SChnn Ilcvaclo 3 cabo cn ccntrlîugas clc las siguicntcs marcns y 
rnoclclos: Sorwll R’l’ bOO011, Sorv;~ll RC-513 y Sorvall Microspin 24s dc Dupont Co., 
(EEUU). 
1~1s ~iicilitlas cspcctlof~)to~nElricos sc realizaron c11 un espcctrok,t6mctra niürca IJitnclli 
modelo 100-40 y c11 1111 cspcctro UV/VIS n~orlclo I..amdba 1.5 dc Pcrkin-Elmcr (EEUU). 
. 
1,~s I~o~~~o~c~~ciz;~cioncs SC rcoliznron cn un homogcllcizador Sorvall Omni-Mixcr 
n10clcl0 17.1Oh COI1 \~XOS dc accI'0 illoxirlill>lc (EEUU). 
Las mcdid:~s fluorimCtric;~s SC rculizaroi~ CII uii fluorimctro IGt;4li nioclclo F-2000 
(Japh). 
Para las ~wIid:~s dc nitr6gcno SC ha utiliznclo UII digestor moclclo Büclii 425 y 
dcstilailor modelo I3iiclii 43, anihs miircíi Niclii (Suiza). 
IA mcdid;~s dc viscosid;~d SC han Ilcvatlo il cabo cn un viscosímctro rhtatorio 
Ur»okficld modelo LV’I’I), MA13 I~~tlustrial (Rcinu Uklo). 
Lis ~~~cdid~~s dc tcstiir:~ han sido dctcrminad~rs cn un tcxtur6mctro universal Instron 
modelo JSOl. (EEUU) , adaptci~~tlolc la c6lulo dc Kramer (Krümcr y col., 1051). 
1,~s mcdidw por cromatogr~~fio dc gases SC Ilcvnron a cabo cn un cromatágrafo dc 
gescs modelo X.500 dc Pcrkin rì,lmcr (EEUU). Este SC equipb con una coli~mna clc vidrio (1,75 
m x 2 mm d.i.) clc Supclco, Inc. (WJU) y un clctcctor de ionización dc llama (íVI) de Pcrkin 
Elnicr (EEUU). 
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Las clcc~roknciis rucron rc:~lizntlas CI, “II sistema I’hnstsystcu~ dc Phnnnncia LKB 
Biotcclmology AlS, Uppsala (Suecia). Los gclcs sc nnalizoron cn un nnnlizador dc iningcn .,I 
modelo 3CS tlc Millipurc Co. (EElJU) y uu cscuncr modelo 3cx de Microtck Scnmcrs. K & 
M Con~pnuy (IxUu). 
12 cromatogralía clc gel liltracidu sc realizó cn un Cronlat6graîo dc líquidos (FPLC: 
fuste pcrforni~uicc liquid cllrolliotography). WC sc eyup6 cou un controlaclor niodelo LCC-SO1 
Plus, una vcilvuh V-7, uu inyector ilc muestra ilc 10 mL, un monitor dc ultruviolctn nmclclci 
UV-l, uu colector dc h~~ì0~~~s modelo IWKXOO, uu registro modelo IZEC 102 y una 
c0lun1nn LIC 55 Cl11 dc longilutl ) 1 2,S cm dc rkíniclro. Todo cllo clc Pharnxicin Biolcch 
(Succie). 
. 
Paro cl estudio clc la uItr;wtructura dc liis hccioncs solulilcs por microscopío 
clcctrdiiica sc utili7.6 tui iiiicroscopio clcCtr6~iico Zciss (Carl Zciss, Alcnmnia) niotlclo 002. 
3.2,1.- I’RlSI’AI~ACION DEI, RIUSCULO I’IC/WO 
‘lhs clcsC;~l~~~r y Cvisccrar Ia nmcstr~~, esta SC lnva6~con agua CON hielo par;\ climinar 
restos dc sangre, cte.. LAI merluza hc íilctcath ilnlcs clc introclucirl:~ cn IU cxtrusionadora. El 
mhculu SC cxkijo Clm una CStrUSi011i~~lOri Unadcr, qUcdand0 dc CSta rllilllCríl Cl múSCul0 
piceclo lilxc dc picl y espinas. El rcnclin~icnlo cn músculo picado por 100 g dc wcstra fuc 
CICI GG% para la nicrhw y 47% para lil lXlC~~lildill~. 
Una vez picnclo Cl niúsculo sc clcposit6 cn lxuiclcjes dc 3,5 cm dc altura con capaciclad 
para clproximaclan~clltc 600 g dc posta wcla una que îucron inmcdiatamcntc congeladas cn un 
arnmrio dc placas horizont~~lcs, tlánclc~sc por terminado cl proceso clc congelación cuando cl 
centro t6rmico nlcnuz6 UNI tcmpCr;lturo dc -20°C. LA congelación cluró clc 3 II 4 horas según 
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los lotes. 
Una VW congelados los l~loclucs dc músculo pido, SC CO~I~X~II mccliantc una corklora .,, 
~ncchicn cu porcioucs nxís o mnos grdcs cu fuucih dc In cantidad rcqucrida pnrn cîcchnr 
cada undlisis pcri6dico; sc ctiqucturw adccuodurncntc y se ciivaswon a vacío cn bolsns 
Criowc IXì-1, olWd~iC~idosc CII cl iutcrior dc lli ImIsa una presih dc 80 ‘I’orr. 
Ins I~~II~~II’;I~ co~~gclûdi~s y c~~v;~s;~tlas ii vnclo SC íilmiwxiíux~i~ cn chora frigorifica a 
mia tcmpcratura dc -70°C:. 
3.2.2~ ANALISIS 1~1.KiVIl~N’I’AL.,lLFi 1’ pH 
. 
En los IOICS dc ~~¡sculo picntlo y îilctcs SC m1lk6 por criplicatlo cl contenido cn 
protcínn lxuki, grw hrula, 11u1~1cd;1d, ccnixis y pH. 
Sc uliliz6 cl método IC,~cld:~l~l, siguiciido cl m6toclo 0Cicial dc la AOAC (1,984). El 
porccutujc LIC proteína lwt;~ SC cnlcul6 ;I purtir del porccntajc clc nitrbgcno tokil, ulilizoixlo cl 
fticlor clc convcrsic’,li 6,X (1 .illcvik, IO70). Los resultados sc csprcsaii cu groinos dc protclna 
por 100 g dc nitiscul~. 
3.2.2.2.- Grasi~ lnwln 
Sc dctcrmiu6 por cl mCtodo dc Dligh y Dycr (1959) modificado por K~~utlscn y col. 
(1984). l3tc rnCtotl0 SC cousiclcm dc clcccih para clctcrminar nivclcs bajos dc grasn cn 
nitísculo. Ixxi rcsuItxIos SC csprcsmi cii grn~i~os dc grasa por 100 g dc mísculo. 
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3.2.2.3.- Ilu~~~ctl:~<l 
Sc sigui6 cl n~~locli~ rcc0111c1~Ií1cl0 por la AOAC (1984), cxprcshdosc cl rcsultaclo CII 
., 
gramos clc agun p111’ 100 grallllls 1Ic Inilsculll. 
3.2.2.4.- CCII~Z:IS 
Sc llcLcI.IIlillNll11 Xgíll cl IllEcotlo lwoI11Clldilllo por la AOAC (1975). Los rcsullaclos 
SC cxprcs:rn Cl1 glallllls 1lc CClli%OS por loo g 1Ic InúscullL 
3,2.2.5.- pll 
Sc clc~cr~nini> scgim Ia ~Ccnica ~~co~~~c~ld:~du por Vynckc (1.981). Las nwiitlns se 
rcaliznron ;I ICII~~CI’~IIUI’:I a~~~liicnic. 
3.2.3.1.- Sol~rbilitlatl pwtcica (SO1,$1’0’1’) 
IA Ihiica Illili%;ld;l CS h dcScl.ilil por Irwsitlc )’ LOVC (1058). Ullil VW, SCptWldlVi Ia 
protcfnu soluble c i~lsolul~lc, SC ~CICII~~¡IK\ la cantitlatl dc 11itr6gcno por cl m&odo dc Kjcldahl, 
inrlicaclo cii cl ;~p;~rtxlo 3..-. 7 7 I ., t~tilize~iclo cl inisnlo factor de convcrsi61i. Los rcsultndos Sc 
cxprcsan CII porcc~~lajc dc prolcília si~lul~lc rcspccto a prolcínn total. 
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3.2.3.2.- \‘iscc~sicI~~cl nparcn~c clc n~úsculo (x1,,,) 
ESkl propicdxl rullCic~ll;ll SC llcrcrlnillí, según la Kknicn descrito por Borclcrías y col. 
(‘1985 0). Dc nct1crcI0 con dichos ;u~Itw~s, sc lw1nogc1~+~6 cl niúsculo Iras aííaclir a cstc una 
solución al 5% dc NaCI cu rclacici~~ IsI (pw). Poslcriormcnk SC filtrd cl I~o~~~ogc~dmlo 
piistindolo a (r;tvCs dc imi w11la. La iiicdicln sc realizó sobre csfc filtrado, tras ajustar cl pH 
a 7. Sc utiliztl un viscoshcI~0 roI:~lori» Iìrookficld modelo LV, cniplcai~clo una velocidad do 
‘12 rpnl y rcalizatttlo Iccmxs wtl:~ Ircs ~ninutos. Todas los opcracioncs sc Ilcvnron 0 cilbo cntrc 
0 y 4’C. Los valores ohlcuitlos sc csprcsnii cn ccntipoiscs (cP). 
3,2.3.3.- I)II~L>III~I~IIII~I (DivI/\) 
b.1 cs~axi611 tlc Ia DMA SC rcaliz6 mcclinntc In Iiolnogcnciznci6n CII Onhnixcr (1. 
minuco cii posickhl 4) LIC 2Og dc 1iií1scul0 al yc prcvhiiicmc sc Ic Iial~ian nfiaditlo 60 niL de 
unti solución dc cicido ~ricloro:tc~lict~ (EA) aI 6%. I~oslcriormcn~c se fillrci cl Iioniogcncizado 
ulilizundo p”pcl tlc IIwt~ \Vl~am;~~i nS I y SC rccogi6 cl cxIrocI» y sc midi cl volumen dcl 
misnio. A ~1 ml, dc csIc cslrticlo SC Ic aiitidit? 1 inI, clc bcnccno y 1 niL dc KOH al 65% 
(p/v). Sc cahilaron los lihos 8 WC dtuxiilc ‘IO n~inutos y se agitaron cn agilador dc tubos 
cluranlc 2 I~~~IIUIOS. Sc aWicron 45,X ~II., clc UIUI solucibn dc wpropihina cn TCA al G% 
(l,L?O v/v) con10 p:tlrím iiilc~.i~o. 
LI DMA SC cu:m~il’icii por cronm~ogr;Gl dc gnscs, uGlizando una modificaci6n dc los 
m&~tlos propucslos por I.tmtIstrou y Ibcico~ (‘1083) y P6rcz Mnrlin y col. (1987). La 
coltininíi (qxirtatlo 3.1.3.) SC cinpxlucld coii 25 cnl dc uno malla W-100 dc cluwiiosorl~ 103 
sin hlor y ‘1 SO cm tlc una IIWCI:I dc 4% c~~rhnax 2OM y O,H% KOH soporte carbopnck B. 
E.Wi sc acontliciimó sigtiicntlo las rccoIiiciiclûc¡c~iics clc Supclco Inc. (1.971). Las condicjoncs 
opcrnliws hcron: Icnipcr;utirt1 inicial 1WC; bxipcrflhrn fin;il 200aC, incrcmcnto dc 
tcnipcrcilura 30°C/ii~iii; ~~iii~ilc~~i~ii~c~~lc~ dc la tcinpcraltire iiiicial 5 minutos; manlcnimicnto dc 
Iu tcnipcr;ilur;i lhl 17 niintilc~s; Icnipcr;tIura del inyector y cl dclcctor 250°C, flujo dc 
nitrbgcno 25 ui I./min; scnsibilitlnd dcl FID lo- ‘“; ~anwfio de la rnucs&i 2 pL. Los co~~~pucstos 
SC idcntificuron CII funcih clc IU coincidencia de los tiempos dc rctcnción de los picos con cl 
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patrón DMA. 
Sc utilizí~ cl 11iCtodo clcscriti~ por Castcll y S~iiith (1973). La micción colorim0tcica dc 
Nash (1953) SC Ilcw a c;~bo sohrc cl cstracto acuoso obtcniclo al arrastrar por corricntc dc 
vapor cl r~~~l~l~~kkilitk~ lilwa~lo dcl ~~itísculo por calcntamicnto CII prcscncia dc Bciilo fosF6rico. 
Los rcsult;dos sc csprcs;~~~ CII ~iinolcs/g mísculo. 
Sc ilclcr~i~i~ii, mi uii Icxturi~~nctri~ uiiivcrsd hstroii, xlnpt6iidolc una célula clc Krniner 
(Krmcr y col.. ‘1% 1). lista chla ciml~inn cstrusiún, coinprcsión y îuerm dc corte. Ltl altura 
inrlsinin ilc Ia curvii sc coiisiiIcr;i coino mccliclu tlc In rcsistcncia a la ciznllndura (Tournillc y 
Snlc, ‘1.977). 
I’WI cIEctu8r las mctlihs sc ilcsco~~gcld cl músculo, twto îilctcs como pido, durflntc 
‘IS horas it 2A”C. 1.0s IIlctus sc piwroii Iio~nogCnca~iic~~tc y tanto los filctcs picadOs Con10 Cl 
músculo pic;ido SC ciilwt:irmi :I 100°C: tluruiitc 5 minutos cn Mo dc agua ci1 cuijas nict~licas 
cilinilricas (30 mm alto por 30 mm dc clirímctro) licrm6ticamcntc ccrrdns, con un contcniclo 
nproxim;itlo clc 3 g LIC músculo CII ciih umi. Ins mucstríis SC cnhiuron cn agua con liiclo 
durimlc 30 mi~iuIos, cimscrv~~~ilosc CII ncvcrti ;I S”C Iinsta cl momento tlc In mcrlicla. 
C21tla tlclcrmi~ioció~~ SC hizo sihrc dos roclnjas dc 15 mm dc altura rcalizantlo seis 
dctcrnlinaciol,cs por IOIC, WI uu califal que cjcrcc una fuerza máximn tlc 5 kN a UIIU 
vclociclntl dc ‘1 OO mmhin. I.AS rcsul~:~rl»s SC csprcsan cn N/g de músculo. 
J.2.4.- IBTUDIO Di?, L~S’I’I1A\C’I’ABII,Il~AD DE I’ROTEINAS MIOFIBRILARES DE 
MUSCULO 
3,2.4.1.- ICxtrncció~l clc aclcm~iosi~~i~ 1u11ur~1l (AMN) 
1;‘.1 ~I¡S~IIU¡CIIIO dc AMN SC r~di~6 C~C :icucrtlo con Ii1 t6~11h dc K~WX~I~III~~ y Col. 
(1973) scgtíu sc ilcscril,c ;I co11tiuuaci6n. 
Sc pic cl ~~~tísculo WI tijeras. Cado ‘LOOg tlc picntlo SC lov6 con SO0 mL clc una 
soluci6n tornpbn fosf~ a pl 1 7,s (t;uup611 A). EXI mezcla SC ccntrifug6 a 6.500 rpm clurantc 
15 u1inutos cr1 ccutrífugn rcfrigcriitki :I tcmpcraturo cnlrc 0 y SoC. El prccipilaclo sc rccogib 
y îuc sc~mcliiIo dc nuevo ;I dos p~'oCCscxi LIC lovoclo iguales al ontcrior. Al iiitísculo lavado sc 
afintlicron 300 ml,, dc UIKI soluCi611 LIC KCI 0,8M [I pl-I 7,5 (UII~~~II U). A contiuuacih SC 
11o111c~gCnc¡z6 la IIICZC~O en un I1omogcllcizador Omhixcr clurtullc 3 minulos cu posición G 
(cstc proceso sc rciilizd CII clcx Cc;ipas clc 1,s ininutos y con cl vaso sumcrgitlo cn un bafio dc 
agua COII I~iclcr). A conlintuh’m, cl I1ol11»gcncizi1clo SC trnnsfiri6 a un vaso dc prccipitaclos y 
sc Inv6 cl rccipicutc dc I10111i1gcnc¡z:1c¡611 co11 200 iiil, dc In misma soluci6n para rccupcrnr 
la protchi rcsithd. Sc coml1iii;ircm ;11nl~1s cstractos, forniauclo unu inczcln cluc, tras ser bien 
agitath, pcrmaincci6 CII reposo tlurantc 2 horas ;I 0°C cii hielo. Eslc extracto proteico Cuc 
ccnlrifugxlc~ :I h.500 rpiii iIurmiIc 30 1iiiiiuL0s cu cciilrlfuga rcfrigcrc1rla cntrc 0 y 5°C. El 
solwaatluutc SC ntlicicm6 sol1rc unos 6 L dc agua y hielo (F cntrc 2 y 5°C) y SC dcjå cn 
reposo clurontc 20 minutos I1ask1 cluc Ia protcíno prccipit6. La capa superior dc agua SC cliniind 
por i11ctlio dc uii;\ sifonnci6n. El resto, que conlcofci In protcliia suspciiclida cii aguo, Sc 
ccntrifug6 u 6.500 rpm dur;1111c 15 minutos cu centrifuga rcfrigcrada cntrc 0 y 5°C. Al 
prccipitatlo c1l~tc11idc1 SC Ic ail;dii, Ia coutidutl ucccsuria clc una sulucibu tlc NaCI 3,0 h4 pH 7 
(lamp611 C) pura ol~1c11cr una soluci6u dc AMN cn 0,G M NnCI que SC filtró postcriormcnt~c 
CI trnvh tlc gnso dc uybu. A ccmtiutu~ci6u SC didiz6 cn solución tlc NaCI 0,GM u pH 7 
(tnmp611 D) durautc 24 I1orw c11 cdmura clc rcfrigcración, Do esta muncra SC obtuvo cl extracto 
proteico da unu conccutracibn cutre 20 y 30 m&L de actomiosina c11 NnCI 0,G M a pH 7. 
Toclos las opcrwzicmcs SC rcdizaron cu chara fila ÍI tcmpcratura cntrc 4 i: 1°C. A 
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tOdOS IOS ~~UII[IWCS LIC cslrncción, dirilisis y diluci6n SC ICS afiaclió ImM dc PMSF para evitar 
protcolisis. 
Para dclcrminar la conccntracidn dc la protcínn aislado SC utilizaron los mGtodos dc 
Kjclclalil, siguicudo cl mCk~tl« i~itlicodo CII cl apnrlado X2.1.1. y Lowry (Lowry y col., 15X1), 
utilizando como patr611 scroalhímina bovina (Sigmi$ Los rcsultndos Sc cspresnron cn rnghL. 
la AMN cs~r;~ítlo SC diluyó hasra una conccntracibn Ehal dc 10 mg/mL con 0,6 M 
NaCI pH 7 (tamp6n Il), y cn clla SC rc;ilizaron los clctcr~iiilinci»iics corrcspondicnlcs durante 
los dos ilhs siguicntcs csqxo c11 I»s C;ISOS dc las miicstras para cleclroforcsis y cromutografla 
dc ycl filtracidn, que îiicron so~i~ctl~l:~s oI trat:miicIito previo corrcspondiciitc, alniacci~dnclosc 
postcriormcntc ü -80 y -20°C rcsl)ccIivIIiiiciitc. 
. 
ha mayor cl;~ri~la~l cn I:I tlcscripcih LIC los mutcriaics y m&odos y rcsuhdos, 
cutu~lo SC ll:~ga IIICIIC¡(~II ;I ~IKI solucic’,n dc 0,6 M NaCI y tnmph tris clorhldrico 0,OS M u 
pH 7, cn la que SC CSIKIC Ia AMN, SC omitirá la cspccilicacibn rcîcrcntc al tompdn y nl pH 
utilizados. 
Tanipoiics utilizados: 
A: ‘l’umph~ f-oshto: Nal 111’0.,714,0 3,3H mM y Ni1,H1’0,,1’2H,O l.S,5 mM, pH 7,5 
I): T~rnp611 Cosl’ato: l<l~l,l’O, 3,30 mM y Na,l-ll’0,,12HI0 1.5,s mM, pH 7,s 
C: ‘I’:~mpOn tris molcico 0.05 M, pH 7 
D: Tamph tris clorhídrico 0.05 M, pl 1 7 
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3.2.4.2.- I~xl~i~cl;~bilitl;~tl del :~gwgado en I)o(Iccilsulfnlo sódico (SDS) y ~-mcrc~~otoc~n~~ol 
(IbME) 
.<, 
El cslurlio <IC la solul>ilirlall cn <lislinlos ügcntcs SC llev6 rl CClbO por cl procechicnto 
descrito cn cl siguiciik csqwii~~ : 
MíbXX~lO 
) lhwk’m CI, NoCI 0,6 M @-SoC) 
1 (ICw¿lsllin~a y Cd. (1973), aporcntlo 324.1.) 
t I 1 
SI p , * 
(fcoccibn cslrai~h pb6~1 110 wi7~kh 
con NaCI O,G hd) con NeCI O,(i M) 
I i. .SDS 2,5%, 1:4 (p:v) 
1 &lacih mgn&ica, 10 min., T” ambicntc 
1 ccntrihgacih a SO00 g, 15 niin. 
s2 
(fracciiin cslroítla COll 2% SDS) 
1>2** 
(fraccih no cxtralcla cou 2% SDS) 
1 + (SDS 2,5% + O-ME 6,25%), 1:4 (p:v) 
1 iigitocibn niagidrico, 10 nih., ‘P anibicnlc 
1 ccn~rihgncidn ii 5000 g, 15 min. 
I 1 
s3 p-J*** 
(fm.cih cx\roíd:l con (îracciún no cxlrnída con 
SDS 2% + O-M13 5%) SDS 2% + P-ME 5%) 
* El prccipitntlo SC hvci con un volu~nc~~ igual dc NnCI 0,G M unicntlo el sobrennchntc ~1 
SI,. 
** El precipitado SC lovó con mi vdu~~ic~~ igud dc 2% SDS y sc ccntrilkgú, unido cl 
sobrcnntl;mtc al S2. 
*** El prccipit;~clo SC Iwi, con un volumen igud de 2% SDS + 5% R-ME y se centrifugó, 
unicnclo cl subrcnotl:intc al S3. 
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En c:da UIXI clc lus h;~ccioncs SC dckrminó In conccntracih proteica por KjclhhI 
(AOAC, IWI) y por I.owry (Lowry y col, 11951). El sobrc~~adantc 1 (SI) corresponde a 
In fraccih prutcica cstraitla con NaCI 0,úM. El prccipitaclo 1 (1’1) se lrat6 cuntro 
vchímcncs dc tm:l sulucii>n dc 2,s % SDS cn ngua alc;mzhclosc nsi una conccntracih 
final clcl 2% dc SLX. Lo mc~ch SC ugit0 con agitador magrdtico clurimtc 10 minutos, 
ccnlrifug;inclosc postcriormcntc ;I SO00 g clurantc 15 minutos como Sc inclica cn el 
csqucm;\. El sol~rcnuhtc 2 (S2) corrcsponclc il In fraccih proteica cxtrnlcln clc PI con 2% 
SDS. El prccipit:do iiu cstraído con SlIS (prccipitntlo 2: P2) sc trat8 con CUiltrO volúmenes 
tlc unu solución acuos;~ con 2.S ‘% tlc SDS y 6.25% dc II-ME ahnzánclosc USI unn 
concentrocihi fhl ilc t 2% dc Sl>S y 5% dc IbME. Sc ayili> con ngitatlor mngn6lico 
durenlc 10 minutos, ccnlrilUgántlosc il CO~~tillUilCióll il 5000 g clurimtc 1.5 minutos CO1110 SC 
. 
indica cn cl cscluciii;~. lil sc~Orc~~;~dimtc 3 (S3) corrcspondc a Ii1 fraccih protciw extridcln 
con SM al 2% y IJ-Mli aI 5%. EI prccipitatlo 3 (P3) corrcspondc ~1 Ii\ fracci6n protcicn 
que no SC cxlrw CII Ias coniIicicw~ cstutliatles. 1~s rcsultntlos SC expresaron cn g dc 
protch cstrídtla por 6 dc protciii;~ tutal clc músculo. la prolehe total sc cIclcmin6 
miclicndo su conccntraciím por I<,~Cl<lillll (AOAC, I984) tras CXl~Wrlil CICI IllúSCUlO pW 
prccipiwihi cun ticido triclorooc~ticu. 
3,2.5.- MlCIZOSCOI’lA IWK’I’l1ONICA DIc ‘IXANSMISION (MET) 
En cl lotc dc músculo picado dc lw~l;~c~, las fracciones clc AMN cxtrnícla cn NaCI 
0,G M (SI) SC cstucliuron por MW. Estas fracciones se ajustaron con solución cle NaCl 
0,G M :I conccntloción dc procciw~ dc 0,lS mg/mL. Postcriormcntc SC tiñeron con 1% 
urnnyl t~cctato, us;mth cl mdoclo tlcscrito por Jarcnbäck y Liljcmark (1975). 
IAS frnccioncs cic protcín;~ agrcgatla (PI, 1’2 y P3) del mismo lotc se fijaron primero 
con glutarnlclchítlc~ i\l 2,S% cn ~ampch fc~sosl;~to pIol 7,2. y posteriormente con tctróxiclo CIC 
osmio al 1%. A continu;hhl SC liwiwn y tlcshiclrntaron con íicetonn. Finalmente Se 
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cmbebicron cn Epon (Elcctron microscopy Scicnccs). 
3.2.6~ ANALISIS EN LAS FRACCIONES PROTEICAS EXTRAIDAS (Sl, S2 y S3) 
3,2.6.1.- IClcctrd’orcsis (SI&I’AGE) 
LOS CS~XCIUS dc proteína cn Ni\CI 0,G M (Sl), SDS 2% (S2) y SDS 2% c 
5% B-MI~~ (S3), ;~jus~ados ;I unu conccnhción cic 1,O mghnL, SC nnnlizaron por 
electroîurcsis cn conrlicioncs clcs~~n~~~ralizan~cs (SDS-I’AGE) cn un sis~cma Phastsystcm 
(Phmdn) usi11id0 geles ilc pc~li;lcrilolniClil al 12,5%. Las mucstrw sc Ir;ttaron clc acucrcfo 
. 
con el mChlo clc L,acinnili (1970), niotlificnclo por Hnmcs (1985) iijuslendo h conccnlra- 
cih il I ,O mg/ml,. ilc prulcino y colcn~;intlo tluronle 5 minubs il l~OOT, SDS ill 2%, fi- 
mcrcaplocl;lllol 01 5% y nzul clc hmofcnol d 0,002% y PMSF EI conccntracih final clc 
ImM. Pos~cric)rmcncc SC ccnhilQ;wn clursnh 1 minulo II 10.000 g en unn ccnlríhgu clc 
mesa y SC af~liciiron ;I los gclcs iilícuol;is clc IpL,. Las contlicioncs efcctroîor6ticiis fueron 
tlc 4,0 mA/gcl, 250 V y 3 W. EI peso molccuhr dc las principales protcinas Sc calcul6 
compiiriinclu su mwilid;id con I:I clc una niczcla clc protíni~s cshntlar clc nito peso 
molcculer: fcrritinn (sul~unitlntl dc 220 kD;l); albúminas (67 kDo); csk~lesa (suhmiclncl CIC 
60 kDa); Inctaco dcshidrugcnnse (subunitlul dc 36 kDn) y hrritina (subunitlatl tlc 18,5 
kDn). 
Los gclcs fucron imal izados cn un Anolizatlor clc Imagen, obtcni6ntlosc los clcnsilogra- 
mas y h clcnsihd cip~ico inccglada (DOI) dc las banths mayorilarias cle CPM y AC, 
Cunnrlo Ia conccn~ración dc I;I muestra Cuc inl?.rior a 1,O mg/mL, cl vdor cle IÍI DOI SC 
ajustó mulliplicnnclo por un I‘;iclor lT= lhnccnlracih rcnl (cn mg/mL). Previnmcnlc Se 
comprobb que cxistia linceliclacl cntrc Is conccntracih clc In mucstrn y el valor de la DOI 
en amhS bXlClilS. 
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Las îtWC¡otlcs wlublcs cn NeCl 0.6 M (SI) SC analizaron por cromntografín dc 
Eiltriici6n Cn gel. Hast:l ser onalizatlns, IilS muestras Sc almacenaron n -18°C cn gliccrol 
50% (v/Y). 1’rcvi;umcntc ;I su ;Iplic;\cicin il la columnn, CSLIIS SC dializaron durante 12 horas 
cn NnCI 0,O M. /\ con~inuack’m SC tomaron 2 mg tic pr«tcín;r tli;\lizntln (2-3 mL), ~0 
filtr;iron il tr:ivb dc UII I’ihro tlc t;imño clc poro cntrc 0,8 y 8 Irni y sc aplicaron Il In 
colunino, rccogi6ntlosc alicuol;is cic $5 ii7L. LI scnsibiliclarl del clctcctor de nbsorbnncin 
I\ 280 nm sc iljllSt6 LI 0, I y In vclocicl;icl tlc flujo Sc mantuvo il O,5 mUniin. LAI 
cletcrniinoci6n dc la concentración dc In protclnn sc rcelizi> por cl m6todo dc Lowry 
(Lowry y col., I9S 1), niotlificaclo por Pctcrson (1979). En los lotes clc filetes do becilln~o 
y nvhculo picxh dc nlcrlum y I~;lC;lliKlill¿l sc ilckxniini, ilClHlXíS la cnntitlad dC protdnil 
rctcnicl;i cn Cl proceso dc fil~ratlo. 
Sc utilizó Illlil column;~ dc SS cm dc longi~ucl y 2,s Cm clc cliiimctro Clll~Xl~UCtfl<ltl 
con un rcllcno clc lIio-Gel A-50. Estu fuc cquilihratla con solucicin dc NaCI 0,6 M. Para 
comproh;ir sii ciii~~oqi~ct;~riiic~ito, calibriirln y clctcrminar cl vnlumcn cle cxclusi6n, se 
tiplic!unn nzul tlc clcxtrano (2.000 kD;l) y patrones tlc nlto peso molcculiu suministrildos 
por I’h;um;lcio: Altlol;~sa ( 1% kD;l) y ‘I‘iroglol~ulin;~ (669 kX)n). 
LaS olxmcioncs sc rcalizWOI1 cn Chlilr:l fría (4 * loC) pnra cvilar fluctuaciones en 
la tcnipcri\turi\ y In tlcsll;itur;lliz;lci~n dc In proteína rlurnntc cl proceso cromatogrtíîico. 
3.2.6,3.- Activìtlncl Ci1~~‘-/\‘1’1’6sicr1 
I.A tlctcrminucicin dc Ia actividad Cn”,‘-KlXísica SC realizó cn I:I AMN extraída en 
NaCI 0,6 M (SI). Sc siguii, cl mCtotlo dc Kawashimn y col., (1973) y mitlidndosc 1~ 
canticlatl dc Kdoro inorgánico (Pi) libcratlo de ncuertlo con cl mbtoclo cle Fiskc y 
SubbnRow (1025). IA AMN SC tliluyi, iI unll conccntrnción tlc 5 mg/ml con solución d0 
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NaCl 0,G M para rcoliznr las mcdicl;~s. Estas se Ilcvaron a cn a 25°C. Las rcsultnclos SC 
exprcwon cn ~unolcs dc Pi libcroclo/min./lng proteína. 
3,2,6,4.- Grupos sulll~i<lrilo (-Sll) 
El contcnirlo dc grupos -SI1 SC tlctcrminó cn In AMN extraIrla cn NaCI O,c> M (SI) 
clc ticucrdo con Ii\ thica dcSCritii por Bcvcritlgc y col., (1974). La clcterminnción fue 
re~h~cla mcclinntc Ia rcaccicín dcl Uciclo 5-S’- tlitiubis-(2-nitrobenzoico) (DTND) con los 
grupos -SH tlc liw ~~rwti~ias, ~ornihlosc cl nitroîcnihto libro que tiene un InAxho clc 
nbsorci6n i\ 4 12 mii. 1.~1s cICtCrliiiliiicic)ncs so hicieron ajusttmclo la conccntrecih de 
protcíne II 5 tnghl. con NACI 0,O M. Los rcsult~dos so cxpresnron en pmolcs clc -SI-Vg 
clc AMN. 
3.2.6..5.- Ilicl~oli>l~iciclutl supcrlkinl nlif5ticn (WA) y nromhticn (ANS) 
Sc rlctcrmhti la I~iclrc~C~~l~icicl;~cl supcrficitd do la AMN cxtralcla en las hwcioncs 
Sl. Sc clotcctcí IU intwwicin dc los iiciclos X-anilina-:lnndllleno sulfhico (ANS) y cis- 
pwin;írico (WA) con las locnliziicioncs hitl,roKhicas cl0 la prolcína rlc acucrclo con los 
m&otlos tlcscritos por Iit\ynkt\wt\ y Nnkai (1985) GUI la hiclrofobicitl;~rl aromhtica @NS) 
y Kato y N:\ki\i (IWO) para ItI alifith (CI’A). LI AMN SC cliluyó con NwCI O,c> M ~ÍIIX 
t\justnrla II las conccntmci~~ncs ;dccuiihs pira Iii mcrlida. Según cl rcnctivo cmpleflclo Se 
midi la intonsiclntl dc Fluorcsccncia il CliStintils longitutlcs de uncl cle cxcilnción: 325nm 
(CPA) y 39Onm (ANS) y cmisih: 420mn (CPA) y 470mn @NS). LL% rcsuhlos SC 
cxprcsw)n como Iii LIC pcndicntc dc la rcgrcsidn lineal cntrc la inlcnsiclacl de fluorcscencin 
y la conccntrwi~n clc protcina en uniCliltlCS ;~rbitrarias (SO). 
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3.2.ú.6.- Viscosicl:d apwcnte (Q,,) 
FsÍa mctlitla SC rcalizcí sobre lo AMN cxtrnícln cn In fraccicin SI, dc acucrclo con 
cl mótodo clcscrito cn cl ap;uwlo X2.2.:1. Las cletcrminacioncs sc rwliznron en soluciones 
clc AMN cn 0,G M NnCI dc 5 y 2,5 mg/mL cle concentración protcicn, utiliznntlo un baño 
de rccirculnciDn para mimtcncr la temperatura entre 0 y 2°C. 
Sc mitli~ Ia viscosid:~d dc una solución de AMN en SDS 2% clc 2,s mg/mL clc 
concentración pwrcici~, y :I 25”CY, tomííntlosc como testigo para csttl mcclicln cl vnlor 
corrcsl,ontlicnt~ ;I Ia lw~cín~ disuclt~~ cn Nd 0,6 M y II 25°C. 
3,2.6.7.- Intlice clc wtivicl;~tl tic cmulsi6n (IAE) 
I:I IAIZ dc IU AMN cstroítla cn N;ICI 0,6 M (SI) SC clctcrmincí utilizanclo el mdtoclo 
clcscrito por Picrcc y ICitiscll;~ (197X), motliFicailo por Li-Chan y col. (1984). Para cada 
mctlicln SC tom;uw 3,O mL tlc soluci0n dc AMN cn N;ICI 0,G h4 dc 5 mg/mL de 
conccntrwzi6n prlHCiCil y sc Ics ~~iiaclií, I,O mL clc nccite clc oliw. La mczcli~ sc introdujo 
cn unió niicroaíniw~ concctilclil íi un Omnimixcr y sc homogeneizó (cn posici6n 5) clurnntc 
un minuto il 25°C. liit1iciIiiltil~lic~itc: tlcspuEs SC tuni una allcuot~íi clcl fondo clc la emulsión. 
Esta ibc tliluicl:~ 200 vcccs con una solucii,n dc SDS 0,3%. Mccliantc agitaciún SC obtuvo 
unn tlispcrskki unilbrrnc y tlctcmincí su absorlwicii~ 11 500 nm. 
3.2.7~ SISTEMAS MOI)lSLO DE AMN AISLADA 
Sc prcpalaron dos sistcm~~s motlclo con AMN nislatla por cl mbodo clcscrito cn el 
aportado 3.2.3.1. Iln cl primer sistcme motlclo (SMl) se pretcnclia estudiar In acción de 
formaltlchíclo (FA) sobre la AMN durante su conservación en congelnci6n. Ptw ello se 
extrajo AMN dc músculo Crcsco, SC congcl(, y conservó en congelación con distintas 
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ConCcntrwzioncs dc F/\ y SC cstutlió lo solubiliclatl cn NnCl (),G M a lo largo (ICl periocIo 
dc Conscrvacih lns hwk~ncs solubles fueron analizadas por clcctroforesis (SDS- 
PAGE). ktc sistema ~m~dclo SC realizó inicialmcntc con AMN cle merluza (SMIli). 
Postcriormcntc SC rcnlb.0 utilizanch AMN cic bacalao y bacaladilla (SMlb) e introclucienclo 
ccunhios cn les conCcntI.oCioncs clc FA niiatlirlo clc acuerdo con lo obtennido en cl SMle. 
Trmibih SC mwlici, Ia mctoclología nl introducir un Invado del prccipitaclo insoluble 
obtcniclo y m0tliîiCW cl n1Ct0d0 dc tlctcrminwii>n cle concentrnciún proteica. 
Sc prcpwí) otro sistcmn modelo (SMZ) cn cl que SC prctenrlia cstucliar los enlnccs 
que participan cn I;I ;Igrcgacicin clc III AMN wí como las proteínas miofibrilares implicaclas 
cn los mismos. I’nra cllo SC CongclG y conscrv6 cn congelación AMN clc tres espccics sin 
y con FA ;iñnclidc~. I’cricl~lic;unc~itc SC dctcrmin0 la solubiliclacl y cxtrnctabilitlncl clcl 
insoluhlc cn varios qxitcs. ‘I’iuiilCn Sc rcnliz;iron clcctrohrcsis dc cada una dC las 
CrXCiCmcS schlhi y cstlníhs. Sc cmplcó una proporción protclna/FA aclccuacln pnrn 
poclcr rc;dhr las nwlid;~s, clc acucrtlo con lo obteniclo cn cl SMI. En cstc sistema moclclo 
(SM2), III igual que cn SM Ib, SC Invi, cl l>rccipitotlo no solubilizt~tlo o no cxtrafclo con cacln 
trntiimicnto. 
3.2.7.1.- I~st~~tlio clc Ia Co~~ce~~tri~cìon tlc FA (SMI) 
Como yn SC‘ 1h intlicath, cn cstc Sistcmi\ moclelc~ se cstudi6 AMN nislticla dc 
merluza (SM 1 n) y ~~ostc~~ic~rr~~c~~~c SC cstuclii, Ia AMN dc bwdao y bac;~ltlilla cn cl SMlb 
Ikpccics utiliznclns 
Las cspccics cstucliucli~s tkcron bacalao (Gdrrs nwlw7, L), mcrluzn (Mchccius 
r~rl~rcciu.s, L) y lx~c;~l;~clilla (A~icr,o,lresi.r/irrs pou~a.wo~, R). Estos fueron capturaclos 24 
horas xntcs dc su Ilcgxlo :I nuestro Inborotorio y SC encontraban cn estt~rlo tlc post-rigor. 
- - - - - - . - -  .  . . - . . . . -  - - -  . . I . . . .  - - . - .  __II_ 
Mtrrwturm 1’ Mmmo.~ 
La época de cupturn fue Junio cn mcrluzu y Abril en bncnlao y bacaladilla. 
,<< 
I’rcpnrnción clcl s¡stcn1:1 Illoclclo 
En ct~th cspccic cs~tdhh, In AMN SC nisI LI partir cle 150 g tlc un picado mezcla 
de distinlxi zonx del músculo clc tres 0 mís cjcmplarcs. La concentrnción se clctermin6 
por cl mCtodo de microhiurct (Itzuki y Gill, 1964). 
Con In AMN cstti~itl;~ SC prcpi\rxc~n 5 lotes: ’ * 
-?‘cstigo (‘l’): solucicin de AMN (S mg/mL) CII NaCI O,G M. Sin FA nñnclitlo. 
-P2’: Similnr ul testigo. Sc prcpurí’ lXIri\ tuidirle FA 3 mM en fresco y CII cnda control tras 
clcscongclirr. 
-P2, 1’3 y PI: AMN (51ng/ml.,) en O,I, M NuCI con FA afindido hnsta concentrecinnes clc 
3, 6 y ‘120 mM resl)cctivoInclltc. 
EI FA SC iuitdi6 it Ia soluci0n dc NaCI 0,6 M, antes de diluir con esta la AMN pnra 
njustwla il la ccmccntracióii finxI (5mg/mL). Totlos los lotes se mantuvieron cn iigitación 
pcrmimcntc tltllI~llC 30 minutos con agitador mq@ico antes cle ser rcparticlos en nlicuotéis 
dc ‘10 ml, en tubos de pdicstircno ccnxdos hcrmctictunentc. Todas Iris opcrwioncs so 
rcidizaron cn c:imiua Irin (4 ì IOC). 
Sc hizo im primer control cii fresco (0’) y se congcleron todos los lotes il -20°C y 
SC dmnccnaron :I dicha tcnipcrilturil clurantc 60 clias durante los cuales sc rceliaron 3 
controles II los 5, l,S, 30 y 60 clías clc conservación. Al lotc F2’ se le nñndió FA hasta 
conccntracií,n clc 3 mM antes dc rcalizsr Ies medidas tanto fresco (0’) como cn IOS 
GO 
controles rcolizatlos ID largo dc Iu conservación (tlcspuEs tic clcscongelar la muestra). Por 
tfmto, cn cl c«ntrol cn ksco los Iotcs F2’ y FZ fucron similares y SC denomineron de 
forma co~ijuntu c01no lotc W-2. .,, 
Paro cfda cslxcic sc lxirtió clc 100 g clc ui1 picnclo do distintas zonas clel músculo 
clc tres 0 niAs cjcmplercs. II prcpnrncicin tlcl este sistema moclclo Jkc, cn gencrnl, igufd 
que Ifl tlcl sistcmfi nioclcli~ ilc nicrluzfi anterior, con Iii clikrcncia dc las cnntidncles <le 
~ormnlclchítlo Ll~ildithS. Eskis sc sclccciunfiron cn funcibn dc los rcsultaclos obtenirlos en 
el sistcmn moclcln ilc riiúsculo clc rncrluzu. Así, cn cstc cstutlio, los lolcs prcparaclos con 
In AMN cstktlff (IC Cffdf\ cslxcic I:uc&: 
-l’cstigo (‘I’): soluciím dc AMN (5 mg/mL) cn NfICI 0,G M. Sin FA fuiadiclo. 
-1::l’: Similar ul testigo. Sc lxqw6 l,xwf\ niiffclirlc FA 1,s mM cn îccsco y en cncla control 
lrfis tlcscongcler. 
-FIS, F2 y 13: solucicin dc AMN (Smg/mL) cn O,c> M NaCI con FA «fiaclklo hfrsta 
conccntrflciancs dc 1,5, 3 y 6 mM rcspcctivfumcntc. 
Sc rcalizi, un primer control cn tksco (0’) y sc congclnron todos los lotcs a -2OT 
y sc ~iImficcnfiron ;I dicha tCIllpCL’iItlIlI tlurantc 30 días, refilizfíntlosc 3 controles n los 5, 1.5 
y 30 clIns dc conscrvfdm cn congclfdn. Al lotc PI’ se le eñfdió FA hflstfl concentrfdín 
clc 1,s mM antes clc realizar las mcdiclus ~IIIW lkcsco (0’) como cn los controles rcfdizfidos 
lo IilrgO clc lo conscrvfici6n (tlcspu~s clc tlcscongelfir lil muestra). Por tanto, en Cl control 
CII îrcsco los lotes FI’ y PI lbcron similares y sc clcnominfiron clc Cormfi conjunta como 
lotc I?l’-1. 
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Anfilisis cfcctunrlos 
En Cnclu control, 1115 tlcscongclnr los tubos en agua y hielo, sc ccntrifugnron durnntc 
15 minutos n 5.000 g cn ccntril’ug;l rcfrigcrntla cntrc 0 y 5 “C. Como ytl se he inclicdo, 
cn cl cstuilio cn mcrluzn no SC rcdizci Invatlo tlcl prccipitatlo obtcnitlo cn ata ccntrifuga- 
ción. En cl cstuclio con AMN dc bncnl~ y bncdtlill;l (SMïb) se introdujo el Invnclo de este 
pre~ipitatlo con I mi,, dc solucicín dc NaCI O,I, M NnCI, scguitlo dc centrifugación cn Ias 
misnins conclicioncs nntcriorcs. I31 sol~rcnaclontc oleado cn la scguncla ccntrifugnci6n sc 
unid al obtcniilo cn la prinicrn. 
. 
I.a conccntriicitin dc prutcino cn cl sohrcnnclantc se rlctcrminci utilizando los 
m&odos dc Microhiurct (Itznki y GilI, 1964) cn merluza (SMI) y dc L,owry (Lowry y col. 
IlOS 1) rnotlific;~do por I’ctcr~on (1979) cn h;~cnleo y l~aculntlilla (SMIl)). LOS rcsultntlos SC 
exprcsuron Como porccnt;i,jc dc protcinn sulublc frente ii protcina tOtill. 
LUS frnccioncs dc AMN soluble ol~tcnidns cn CtItln control cn CidtI uno CIC IOS lotes 
sc iuAizaron por clcctroforcsis (SDS-PAGE) cn un sistcmn horizontal Phnstsystem 
(Phnrmncin) según le rnctoclologin y condiciones que SC clcscribcn en cl nparteclo 3.2.4.1 I 
Sc utiliznron gclcs dc ~~oli;~cril;~mitl;i al 12,s % y al 7.5%. En todas las frnccioncs solubles 
obtcniclas cn SM’lh (h~alao y b~~c;\l~\tlillt\) SC njust6 la conccntrncibn clc protcfna a 1 
mg/mL y SC nplici, l pl clc esta tlilucii,n sobre cl gel dc clcctoforcsis, con excepción de IilS 
fracciones cuya conccntraci6n fuc inferior t\ !. mg/mL. En cl cnso del SMla (merluza) no 
sc ajust6 la conccntriici6n prcvinnicntc. 
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3.2.7.2~ Estudio <Ic In :rgrcgncion <Ic AMN nislncln (SM2) 
Como yn sc Ilil inclicado, cn cstc sistema moclelo se prctendín estudiar la solubilidad 
CIC la AMN, con y sin FA o~ntlirlo, cn Ni\CI 0,G M y la extrnctnbilidd en distintos agentes 
del agrcgntlo insoluble ir lo largo dc la conscrvacih en conyclaciún. LA rclaci6n protcinn 
/FA SC cligii, clc XXIC~CIO con los rcsult~~tlos obtcnicios en cl SML 
hOIW mitcs dc su Ilcgi~ih ii nucsIr0 I;rbomtorio y Sc CnCOntrilhn en cstatlo CIC post-rigor. 
LAI 6pocn dc c;~pu~ I\IC .lunio para Ias tres cspccics. 
En cach cspccic cstudioda, IU AMN SC nisI por el mótodo clcscrito cn el 8partaclo 
3.2.3.1. il pertir clc 1.50 g LIC 1111 picid mczch dc tlistintíls zonas tlcl músculo de tres 0 mis 
cjcmplnrcs. La coriccnlmcicin SC tlctcrmiid por cl mCtotl0 clc Lowry (Lowry y COI., 1951) 
morlificido pw I’ctcrson (l<>79). 
Con In AMN cstr;Gtle CIC C~I CS~CC¡C SC prepararon CIOS IOtcs: 
- Testigo (B, M y A, ~:IIII hCi\lt\o, merluza y bacahclilln, respcctivamentc). Solucicin CI~ 
AMN (10 mghnl,) 011 NaCI 0,6 M. 
- Con FA (BI:, MF y Al’, para b~nloo, merluza y bacnlaclilla, respcctivnmcntc). Solucih 
cle AMN (1.0 mg/mL) cn NaCI 0,O M, con I’A 6 mM. 
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El FA SC atixlii, ;\ una solución dc NaCI O,(i M, antes cle diluir con estn la AMN 
prn ajust;uln a Ia ~on~~n~r~~ión finnl (10 mg/mL). Ambos lotes (testigo y con GmM de 
PA) Sc n~;mtuvicron cn agitnci6n pcrmancntc con agitador mngnético durante 30 minutos 
nntcs clc repartirlo en nlicuotas tlc 10 ml, cn tubos de poliestireno cerrados hermcticnmente. 
Todas las qxxicirmcs SC rcnlizaron cn cRmnrU îrítl (4 2~ loC). 
Sc rculizi, un prin~cr control cn I%SCO (O’), congelnndo cl resto de IOS tubas CIC 
todos los lotes :I -20°C y ;~lt~ii~ccn~n~lolos LIdicha tcmperílturi~ clurantc 30 clita A lo largo 
clc la conswwión SC rcaliz;wn 3 controles: 8 los 5, 15 y 30 días. 
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‘I’ant0 cn fresco como cn cach control a lo largo de la conservación, tras 
clcscongchr los lubos cn UgUil y hielo, sc llcv6 n cabo un estudio tlc solul>ilidacl y 
cxtrnctiibiliclatl tlcl egrcgntlo insoluble según el siguiente protocolo: 
Ccnlrirugb6n (SO00 g, 15 min., l? 0-ST) 
r 
I 
I 
Sl Ill* 
(fraccih solul~ilizatl:~ (fwcih no solubilizntla 
con NaCI 0,O M) con NaCl O,(i M) 
1 t 2,S% SDS, 14 (p:v) 
1 agitxih c11 agilatlor dc tubos, 10 niin. a P iimbiqntc 
1 ccntrifugackhi ii 5000 g, ‘15 niin. 
I 1 
s2 IV,** 
(hnccidll cslraid;l COI1 SDS 2%) (fracción 110 cxtraídfl con SDS 2%) 
1 + (SDS 23% + O-MB ú,ZS%), 1,:4 (p:v) 
1 ugitncihi 10 min., T anibicntc 
1 ccntrihgiickki a 5000 g, 1.5 min. 
I l 
s3 p-J*** 
(îracci6ll cslI.:líd3 (frncción no estr~~icla 
con SDS 2% + B-ME 5%) con SDS 2% + B-ME 2%) 
* El prccipith SC IavU con I 1111, clc NaCI O,ó M y SC centrifugó cn las mismas 
conclicioncs, u~iic~itlo cl sobrc~iatl~~~itc nl S:l. 
** El prccipitatlo SC lav6 con ‘1 ml, dc 2% SDS y SC centritkugó, unienclo cl sobrenndante 
SI s2. 
*** El prccipitetlo SC Iwí, con lml tlc 2% SDS t 5% B-ME y se centrifuug6, uniendo cl 
sobrenaclnntc al S3. 
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1.~1s Craccioncs dc AMN solul~les cn NaCI 0,G M (Sl) y cxtrnklas en SDS 2% (S2) 
y en 2% SDS + 5% R-ME ohtcnitlas en cncln control en cndn uno ,clc los lotes SC 
nnfkwon pw clcc~trol‘orcsis (SDS-PAGE) cn un sistema horizontal Phastsystem 
(Phnrmncia) scgtin In n~ctotlologí;~ y condiciones que se describen cn cl npartnclo 3.2.4.1. 
Sc utilizeron gdcs clc l)oli;lcrilnmi~lo oI 12,s %. En todas las frncciones Se ajustá In 
conccntrución dc protcínii :I l nij$nl.. y sc aplicó lpl tlc esta clilución sobre cl gel dc 
clcctroforcsis, con cxccl)cií)n dc Ias froccioncs CUyi\ conccntrnci6n fue inferior il 1 m&nL. 
3,2.8.- ANAIXIS I1s’I’AI)IS’I‘ICO 
AnRlisis clc Iris v~~rinblcs nuxlitl~~s cn mímUlo consc~~ndo en congclnción y en In AMN 
nislntla pc~iótlicnnw~tc dcl n~ismo dwnntc In conservnción 
Pnra ciiclii varinhlc cstuilindn Sc rcalizurnn dos iwílisis clc verianzn clc dos vfns: en 
funcicín clcl ticnipo y Ia cspccic y cn funci6n tlcl tiempo y grado clc intcgritliicl de músculo. 
Sc utiliz6 cl lwgranii csklrlistico Stntgrepliics STSC Inc. (IXUU). Las clifcrcncias clc 
mcclias cntrc pnrcs SC rcsolvicron por mcclio clc un tcst LSD para obtener los intcrvnlo cle 
confianza puru ciidii nnfilisis dc vnriunza. El nivel clc significación SC estubleci6 para 
kO.05. 
Sc rcelizci un nmílisis dc corrclíición lincal entre ptircs clc variables por medio clel 
cocficicntc dc correlación clc Pcarson, nplicfinclolo scpnradamcntc pnra cacln lotc cstucliaclo. 
La matriz de corrclaci6n SC ol~tuvo con cl progr~nna estntlístico Statgrnphics STSC Inc. 
(EEUU). El nivel clc significncií,n se cstubleció para P<O.O5. 
..--- .-...... - -.......<.__.__._._,.......-.--..-.~. ~.“- 
AMilisis de I:ls v:lriablcs metlihs en los sistenlns modelo 
En cl sislcm ~nodclo SM’l, SC realizó cstuclio estadístico dc los vnlores de 
solubilichd olitcnirlos (ap;~rhdo 32.5.). En las tres cspccies cstudiatlas sc rcalizh un mílisis 
de verinnzn dc dos vías cn hncicin clcl tiempo tlc conscrvncih y el lote (testigo y con 
difcrcntcs c;mtidndcs dc FA, ver oprtatlo 3.2.5.). En cacla lotc de bacalno y bacaladilla se 
rcnlizi, ildCllllI!i un ddisis dc wrkuizii tlc ilus vias cn Cuncih clc ticrnpo de conscrvncibn 
y IU cspccic. 
131~ cl S¡WII~;I mtxklu SM2, SC rc;llizí, cl cstutlio estadístico tlc IOS wlnrcs de 
. 
dhilithtl y cstrwxhil idxl cn 4~ tin;l tlc las Pracciones (~~p~~rt:~th 3.2.5.). Con los 
vtilorcs obtcniclos cn ciitlii cspccic SC rcdizb un im6lisis cle vwianza de dos vias cn función 
dcl ticmpo dc conscrvnció~~~ y cl IOLC (testigo y con FA, ver npertndo 3.2.5.). Con los 
vnlorcs obkniclos cri cida IoCc sc hizo un annlisis dc VilhXl de clos vías cn funcih del 
ticmpo tlc conscrvi~ci6n y Iii cspccic. 
En nmhos cstutlios csl:itlísticos sc ulilizí, cl programa informático Stnlgraphics 
S’IX Inc. (WX11J). I*is rlifcrcncias clc IllCdiilS cntrc pilES se resolvieron por medio dc un 
tcst LSD para olwiicr los intcrvdo ilc clxlîianzo pílril cxlo dlisis dc varianzil. El nivel 
clc signilicncih sc cskhlcci~ pira PcO.05. 
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121 tabla 4.1. rccogc los rcsult;~dc~ dc los anAlisis iniciillcs do1 músculo rcolizados cn 
los distintos lotes. 
-.,. -a 
‘ihl’R~lCíll:l ‘M rasa %I~~luInCd:ld %Ccnizas pH 
ImIta hrut;l 
. 
13 17,x O,Hl 80,92 1,38 7,03 
(d),(l) (10,Ol) (10,07) (10,02) (rO,Ol) 
M l7,4l 1,34 82,(il 0,92 6,67 
(ro,?,?) (*O,l) @0,1(i) (&,03) (rO,Ol) 
A I4,HI 0,97 &l,SS 0,87 7,02 
(rO,4) (*O,Ol,) (10,‘1.9) (*O,OS) ww 
II: 19,00 I,l6 x0,22 1,4s G,82 
(rO,SH) (10, I,(i) (*0,07) @w4 whw -, 
Ihbla 4. I t Análisis ~I~~I~III;II~~ y pH dc músculo picudo dc bacalao (l3), mcluza (M) 
y b;uxlaclilln (A) y clc îilcks dc Ix~cnlac~ ccmcrví~dcxi cii congclaci6n il -20°C (BF). 
En Lmalao ~otlos los valores SC cncuc~itriui dentro de los liniitcs nonnalcs clescritos cn 
las cspccics mogrus (Stm~sby, 1961; Suzuki, :19X7); . En bacaladilla los valores observados 
estuvicrou cii cl rengo clc los que ciicontrwii Huidobro y Tcjadn (1993 n) cii cjcniplarcs de 
esta cspccic capturnclos cn vcrmw. las wlorcs bajos clc protcfna bruta y altos de humedad SC 
podrían rclncionur cou cl IWIIO dc que la muestra SC cnpturb en cpoca de desove. Ea 
bncladilla SC han descrito caml~ios CII composici6n importantes dcpcndicndo del cstadío del 
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Ckl» rclX’(~(lU~~i~c~ cn ipc SC cmmtrc (Smith y col., 1980, Whittlc y col., 1980), 
Ell IlHXlU~o, cl cclnIcnidC~ cn grasa îuc ligeramci~tc mayor que cl encontrado por otros 
auIorcs (Suzuki, 1987; C~~chc, 19X8). El resto dc los análisis clcniciitalcs realizados cn esta 
espccic (Iiumcd~l, cc~hs y proteínas) clicron valores similares a los encontrados cu la 
L)ibliogrnfía (Klcimcnov, I OSJ; Garcin hhcios, 1987, Curechc, 1988; Gonzfilez, 1993.). 
4-2~ ANALISIS DI5 CON'I'I¿OI, DI;: CALIDAD DEL MUSCULO 
4.2..1.- SOK.UI1II,IIh\I) I’RO’I’I”ICA (SOL$I’OT) 
Dcstlc hace d~cohs muchos autores h clcscrito un clcsccnso dc lu cstrnclabiliclad 
protcicu CII ~~~hculc~ LIC pcsc~~dc~ ~UKIIIIC In coascrvuci6~~ por congelación (Dycr, 1951.; King, 
1966; C?~llllCll y I lO\V~;llC, l Oh8 y 1969; CilStCll y Col,, 1973; Tokunaga; 1974, J’imhcz 
Colmcncro y I.hdcri:~s, I%i.?; ‘I’cjatl~~ y col., 1984; Carcche y Tejada, 1990 LI y b y I-luiclobro 
y Tcjatki, 1093 a y II, cutre otros). EI porceiittijc dc protcha extraída cii soluciones salinas 
îrciitc ;i la proteína loI; del mhculo sc utiliza como mcclida clc cnlidacl dc lo prolcína clcl 
mtísculo cluraiitc la conscrvaciím. Sc considcrii que su tlisniinucibn cs cl rcsultaclo dc In 
clcsii;iturolizecií,n y agrcgaciím proteica ciiusaclii por cl incrcmcn(o progresivo dc los cnlaccs 
iiitcrinolccularcs, ilcl~i~lc~ :I I:I I‘c~1i1acic~i1 dc pucntcs dc hidrógciio, cnlaccs hidrofóbicos, puentes 
disulfuro y ~~rol~al~lc~nc~~~c c11Iaccs covulcntcs distintos CI los pucntcs tlisulíuro (Matsumoto, 
1980). 
Aunque cn Ia t6ciiica cmplcatla sc niiclc la protciiia total (miofibrilar, y siircopl&+niicn), 
sc sube que, clciitro dc las protcinas imiyoritarias clcl músculo, las snrcoplrísmicas no modifican 
apcuas su sc~lul~ilirlotl, :iuuquc prcscntaii u11 cicrm grado clc nltcración (Tcjaclu y col, 1.987) 
micntrns que las miolibrili~rcs son las principales rcsponsablcs de la agrcgnción durante la 
conservucióu por congclaci6u (Rchbcin, 398.5; Poulter y Lawrie, 1979; Gonztilcz, 1991; 
Huicloliro y Tejado, 1993 II). 
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10 20 30 40 50 60 
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Figura 4.L Evoluciún clcl porccutajc dc solubilidad proteica (SOIJJYOT) durante la 
conservación en congelación a -20°C en los lotes de filctes do bacalao (BF) y dc músculo 
picado dc lmcalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A), 
Las barras verticales indican cl intccvalo de confianza al 95%. La de trazo fino 
corrcsponclc al estudio cn funcián del grado de integridad del músculo (lotes B y BF) y la de 
trazo grueso al estudio cn función do la cspccic (lotes B, M y A). 
<,r 
TIEMPO GIN TIEMPO x GIM 
SOL/TOT *** x*x *** 
Tabla 4.2. a - Análisis de la varianza correspondiente a la medida dc proteína soluble 
(Sol/roi) (%) de. músculo picado y filctcs de bacalao (B y BF respectivamente) en función 
del grado de integridad del músculo (GIM) y del tiempo de conservación en estado congelado 
. 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE 
SOL/TOT *x* *** *** 
Tabla 4.2. b - Análisis de la varianza correspondiente a la medida de proteína soluble 
(Sol/rot) (%) de músculo de”bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la 
especie y del tiempo de conservación en estado congelado 
TIEMPO x GIM = Interacción entre cl efecto del tiempo y cl grado de integridad del músculo. 
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre cl efecto del tiempo y de la especie. 
*** = Efecto significativo a P<O.OOl 
** = Efecto significativo a P~0.01 
* =, Efecto significativo a P<O.O5 
- = Efecto no significativo 
Los cnn~l>ios cn porccu’a,~c de proteína cstraída cn NaCI 0,G M se rcprescntau cn lo 
&yra 4.1. En Ins rol1lns 4.2. :I y 11 cstrín recogidos los rcsultndos del análisis cstadktico 
corrcsponclicntc u estas mcdid~~s. En todos los lot~cs SC observó una tenclcncia a disminuir por 
cfccto dc In co~iscrv~~cich~ cn congclacih. 
En filctcs y milsculo picado dc bacalno sc dctcctb una teiidcncia significativa crl 
cicsccnso 1pc cl~lncllz6 Cl1 las sclllilllas 36 y 22 rcspcctivamentc. No SC encontraron difcrcncias 
sigiiificativ:is cntrc amlxxi lotes ilc bncalao duraiitc las 8 priincrns scmnnas dc conscrvacibn. 
A partir LIC la suiim~ 14, cl Iolc LIC filcles prcscnth valores cii gcricral supcriorcs a los dcl lote 
dc músculo pkxlo. Los ~~alorcs iniciales obscrvxlos cu ambos lotes dc bacalao fueron 
infcriorcs ;i los descritos por ‘I’Fjado y col. (1984) para músculo picaclo clc dicliii cspccic I 
Eo~~scrvado 3 -IX:, :iunquc cii ct:ipas avn~izodas clc In conscrvacih los valores dctccfados 
por dichos nutorcs fucrou similorcs ;I los ciicontríidos cn cstc trabnjo CII músculo piciido de 
lx~cnlao. Ihlhitl y col. (1972) hi clcscrito v;iIorcs dc protcíiith solul~lc frcntc B total superiores 
CII filctcs dc mcrlu~;~ que cu ~mísculo picado co~~scrv~~clos a -30°C, encontrando clifcrcucias 
dc cntrc cl 20 y cl lO%, similares LI las olxxxvntltls por nosotros cn lx~calao a partir dc la 
sc1ua113 114 dc cimscrvacihi. Estc ~CSCCII~« nifis Apido observado cn músculo picnclo respecto 
a filctc fue taml~i611 descrito por I-lihz y col. (‘1~976) y Crawford y col. (1979) cn merluza 
durante lo co~~scrvació~i c11 cimgclxi6n. 
Los porccnt:$x dc proteína solul~lc clc nkxulo picado dc merluza y bacalao fueron 
inicialmcntc mcís cIcv;~dos que cn Ix~calaclilla. I~ostcriorincnt~c no SC observaron difcrcncias 
sostcnidns :I lo largo del ~ic~npo CIIII’C lotes de n~úsculo picado. El porccntajc clc protcfna 
soltil~lc frcnlc LI timil dcscic~idc sigliificahivailicntc a partir dc la sanana 8 de conservación, cn 
mcrluzn, y dc IU 14, cu l~axlotlilln. El dcscc~xo obscrv~~du desde cl inicio hasta cl final del 
periodo dc conscrvació~~ fuc mayor CII ~WAIO y merluzn que cn bacaladiIla debido a los 
valores mcnorcs que prcscntó CSI;I filtima nl principio del estudio. 
Los valores i~lici;~lcs cu merluza fueron infcriorcs a los descritos por Carccllc y Tcjadu, 
1990 ii y Jimhx Colmcncro y col. (1988) para n~úsculo picado de merluza conservada a 
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-lVC, ~llll~plC Cl1 IXi ClapoS îillalcs del estudio fueron muy similares n los obtenidos cn cstc 
trahjo. El1 l>X:ll;ldill~l tallll>i6l~ SC ol)tuvicrou Wl0rcs inferiores 21 los estinlados por otros 
autores para esa mism:~ cspccic (J~~CIKZ Cal~nc~wo y col,, 1988; Huidobro y Tcjnda, 1992 
y 1993 n), siendo del ~nis~no rungo los cncontmdos al fina1 del periodo de conservación, por 
lo que cl clcsccnso dc Ia protcina soluble CII I~acalaclill~l fuc también menos acentuado. 
En los lotes dc filctcs dc bncaloo y músculo picado dc bacaladilla SC ol~crvó un 
incremento significativo CII las scmuiias 14 y 8 rcspcctivamcntc. Este incrcnicnto no se 
encontró clcscrito CII h I~ibliogml‘ia prcviamcntc. 
Custcll y col. (‘197 1) cncontcaron difcrcncias cn solubiliclad proteica entre merluza y 
bacalao, dumntc 18 conscrv:1ci6ii cI1 coiigclacihi :I -ST. En nuestro caso no sc cncontmron 
clifcrcnchs kui iicciitti;itIas entre dicl~s cspccics, prol~ablcnicnte clcbiclo a que la tcnipcratura 
clc coi~scrví~cih~ fuc mucho mciior. 
1,~ I~oceladilla puscc uu gmdo dc v;ukhilidacl cstacioual muy grande y su cnliclnd 
gcncrnl baja muclto itllilccli;lttlt~lcIitc clcspuCs dcl clcsovc (Smith y col., 1980). Tcnicndo cn 
cuenta la fecha rlc captura, como ya sc lia coniciitndo cn cl apartiido anterior, parte de los 
inclividtic~s titilizt~rlos como muestra sc cncucntmn cn cstc estadio y cllo cxplicarfa los mcnorcs 
valores iniciolcs clc solul~ilitlatl ~~ico~m~los CII esta cspccic. Algunos autores INUI indicado su 
muyor incstahilitlnd rcspcclo 3 oIras cspccics dc gádidos cltirante la cotiscrvacih por 
congclacih (»;lgl!iartssonl, 1075; Rcl~l~i~l, 1988; Ofstad y col., 1992) y lo han atribuído a 
la mayor collt;llllill:lci6tl del musculo I~I~IICO con Iris visccras durante cl picado, clcbido a su 
mctior tamaiio (Ol’stacl y col., lOO?.). A pcs;Ir dc cluc 121s muestras fueron cviscerados y lavadas 
(apartaclo 2.2.), sicmprc cs posible que exista cierto graclo dc contatninacióu, tanto mayor 
cuanto mds pcclticiio cs cl tumoiiu dc los inclivicltios. 
Nuestros resultados poncho clc manifiesto la influencia del grado dc integridad clcl 
músculo CII In cstr;lctal~iIitlatl proteica. Sc proclucc un mayor deterioro de la calidnd cn 
músculo durante In cot~gclaci6n cn cl músculo picaclo, confirmando lo observado por otros 
autores (Bolhitt y col, 1072; Hiltz y col., 197ú; Crawford y col., 1979). 
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1-a viscosidad Jc Ix soluciones protcicus cs una propicclacl funcional cuya medida cs 
utilizada frccuwtcnlcntc con10 in6lotlo para determinar cl grado clc clcsnaturelización y 
ugrcgación proteico (l~ortlcrins y col., 1983). Los principales factores que afectan al 
comportallliclito viscoso dc LIIU soluci611 o dispcrsi6n proteica son cl número dc partlculns, 
SII tanxUi« y rcl;icií>ii :~si;d (Klia y I”;ir;idipiiscii:i, 1986). El tnmofio clc las partículas clcpcndc .,, 
! 
ilc pnrchiic~ros talcs coniu las cwactcrísticas inlrínsccas clc Ii1 protcínu: masa, volumen, I 
cstructuru, osimctrio cte. Esslns calactcríslicns sc ven influcnciaclas a su vez por las 
intcraccioncs t”ri~tci~i~~-solvc~itc (iluc dkml al Iiinclinniiciito dc Iii molbcula y zona tic 
liitlmtaci6n lii~lrocli~ici~nica) y por las intcrnccioncs protcliia-protclna, Cucmclo la protclna ’ 
. 
miofibrilar sc ;igrcga disii~iiluyc I:I rcl:ici61i axial clc las particulas solubilizidas, lo cud poclria 
clar lugar ii un clcscc11s0 cii la lla,, dc LI dispcrsi6n (Huiclolxo y TCjtKlil, 1993 0). 
En In figura 4.2. SC obscrvn que cn todos los lotes se produjo un clcscenso significativo ,,: 
dc I:I YlxP clur~uitc Ia conscrv:lci6u cu congcleción. En la tablas 4.3. a y b Sc rcprcscutnn IOS ‘j,, 
rcsultatlos tlcl amilisis cstaclístico corrcspoi~clictltc. 
Los Iotcs dc I~I~;II;I~ 110 ~prcsciitíiron tlifcrcncias sigiiificatives al inicio clc la 
consc1vaci61~ y I;IS tndih~ lucron sinlilwcs ;I Itis que observaron Chalmers y col. (1992) cn ., 
cliclm cspccic cn I’rcsco. 151 :iiiilx~s lotes SC produjo un clcsccnso significativo clc tal forma Cluc 
In scni~1113 22 clc cowicrvaci6n SC :iIc:ui~aron vnlorcs casi nulos (cn las coudicioncs clc mcdicla) 
cn cl lotc clc n~úsculo pic;do. Estos wlorcs fueron simihrcs a los cncoutraclos por Tcjadn y 
col. (1.984) cn ct;\p;is ;~v;~~iz;~l:~s dc Iii cunscwaci6n cn congclacih dc músculo picado dc esta 
cspccic conscrv;du ;I -IX;. 1% filctcs, los valores îucron significativnmcntc supcriorcs dcsdc : 
la scni~ina 22 y Iiüst;~ cl fiu;~l dc Iii conscrvaci6n. 
Al compar;w los Iotcs clc músculo picaclo sc aprecia que merluza y bacaladilla 
,‘_f ,,! 
‘if 
prcscntaron uu dcscc~iso lxircciclo y m$s gradual que cl obscrvaclo cn bacalao así como valores ‘y. 
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Figura 4.2.- Evolucih de La viscosidad aparcntc de músculo (q$ (cP) durante la 
conscrvaci6n cn congelación s -20°C cn los lotes dc filctcs de bacalao (Br;3 y dc IIIÚSCUIO 
picaclo dc bacalao (B), rncrluze (M) y bacaladilla (A). 
Las barras vcrt~icalcs indican cl intcrvnlo de confianza al 95%. La do trazo fino 
corresponde al estudio CII Cuuncidn dcl grado clc integridad del mtísculo (lotes B y BF) y la dc 
lrazo grueso al cstuclio cn función dc In cspecic (lotes B, M y A), 
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iuicialcs nIC110I'CS. El1 IllCI.Iti%~I y Imalnclill~ SC dctccturon valores dc qlP cn las coudiciones 
dc umliila tlurontc 1113s ticiiipu que cu bncalno. Entre los lotes dc n~crluzu y bucul&lu sc 
olxcrvaron tmbiCu rlifcrcnchs significntiws, presentando la merluza valores superiores 
inicicilnicnlc c infcriorcs u partir dc la scniai~a 8. Sin embargo, le tciidcnciii a disminuir a lo 
largo ilcl ticiupo fuc muy siniilx ciitrc dichos lotes. En merluza, los valores iniciales fucron 
similnrcs ii los cncoiitrados pw ‘l’c~~atla y Cxcche (1988) cn n~úsculo picado clc este cspccic, 
nunquc cl dcscc~~so olxcrv;itlo CII cstc caso fuc mcm)s l~rusco iluc cl descrito por dichos 
nutorcs. Eu bacdndilla, Jimhx C‘ol~~~cncro y Bortlcrias, (1983) y Huidobro y Tcjacla 
(19!93 e) cncontrmm iiiiciulniciitc valores infcriorcs y mi clcscciiso ii& r8picio con cl tiempo. 
Por otro Ido, Chpkin y col. (1979); Barossi y col. (1982) y J~iméucz Cohcncro y col. 
(1088) CII iiicrluza y I Iuidi~lw~ y ‘I’cjatlo (1993 u) cn boculeclillii, observaron influcncie dc la 
Cpoco ilc captum CII los vdi~rcs dc ?i;,,, dc músculo fresco y cn cl tipo dc cambio observado 
durante lo couscrvacihi. 13sto csldic;i lu variahilidnil cn cu~into íi vulorcs iniciales y tcndcncias 
obscrvnclns por los distintos wtorcs, que hucc tlificil Iu comparaci6n clc los mismos con los 
obtciiidos cii cl prcsc~itc cstuclio. A pcsw rlc cllo, los rcsultatlos confirmtm la tcndcncia al 
tlcsccnso dc I;I II,,, ;I lo largo dcl ticmpo dc conservación CII cougclaci6n dctcctada cn otros 
estudios (Jillic,ic,-Colllicncro y bdcrias, 1983; Bordcrias y col., 1985 a; Tejada y col., 1.987 
y JiinCncz-Colnicl~l~ro y col., ‘1 OHH). Este fuc mcís acciituado cn músculo picado que cii filctcs, 
rcflcjaitlo Ia inl’luc~isi;~ del gr;do clc iiitcgrithcl del músculo. 
El cstuclio LIC las corrclwhncs cutre ila,, LIC lioniogcncizados clc músculo y protcina 
soluble mucsh Ia csislcncia LIC una inlcrdcpcndcnciaiciu significativa entre ambos valores para 
los tlistiutos lotes (tablas 4.7., 4.H., 4.9. y 4.10.). Esto csl5 dc ticucrclo con lo observado por 
tlistiutos autores (J ¡rii~iicz-Colincilcro y Bortlcríus, 1983; 13ordcrías y col., 1985 a y b; Tejada 
y col., 1084 y Jir~~~~~cz-C~,l~nc~~cro y col., 1088) los cuales coniprobnron que la II,,, dc 
Iiomogcncizatlos CIC mtisculo ~Iismi~~uyc con cl tiempo clc conserwcidn y que SC correlaciona 
con uiiu rctluccih CII lu solul~ilirlail prolcica y por tnnto con uliu mayor agrcgacih protcicn. 
Dicha ngrcgnci6n influiría cu cl tlcsccnso observado cn la q,, debido cn parte a una 
disminuci6n dc Iu supcrficic cspccífica y por tanto clcl número dc intcraccioncs cntrc lor restos 
Mrofílicos clc las pro~cinas am cl solvcntc (Matsumoto, 1979 y 1980). Sin embargo, si IOS 
13 
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agrcgadOS plXXCtltCS Cl1 IOS 1lO1llOgC11CiZ;lClOS tlc ll~ilSCul0 SO11 10 suficielltcil]cn[c gran&, estos 
pt~ctlcn qucd~ rctcnidos al filtrw (apartntlo 3 .2.2.1.), dnndo lugar a una disn~inución do la 
conccntrución proteico dc los filtrxlwi sohrc los que sc realiza la meclidn, lo cud influirla cn 
cl dcscc11s0 01xclYxl0 Cl1 ‘Il,,,. 
El ounw~to dc las co~~cc~~~~.~~cio~~cs dc DMA durnntc la conscrvncibn cn congelación 
1161 sido descrito por ~i~uclios uulorcs CII dircrcntcs cspccics clc gacliformcs (Castcll y col., 1970, 
1971; Uabbit y col. 1072; Owusu-Ansali y Ilultin, 1986; LcDlanc y col., 1988; Carcchc y 
Tcjudu, 1990 il y 1); I~luitlolw y Tc,j;idn, 1992, cntrc otros) y confirmo la prcsciicia dc actividad 
OTMA dcs~~~ctilusa ;I tmpcrutm dc conscrvociC>n dc -20°C. 
. 
Sc sulx cluc cl grado dc 1na1iipi1laci61i que sc aplica LI las especies clc pcscndo 
formadoras dc I’A y DMA afcc~ ;I la formaci6u dc FA y DMIA (Mockic y Tllonxon, 1974; 
13obbit y col., 1972; I.liltz y col. 1.970; Dinglc, 1978; Crawforcl y col,., 1,979). Esto sc cree qu 
cs dcbido u que cl picoclo dcl ~~~‘~sculo ayuda u la distribucih uniforme dc la OTMAasa al 
mczclr~rsc mhxulo ro,io y I~lnnco dumntc cl proccs:~do, wAcrand0 la formacibn dc DMA 
(Cnstcll, ‘1,971,; Toku~u~g~~, 107.,1; LXnglc, 1978; Jahnckc y col., 1992). 
1% la figuru 4.3. SC rcprcscntuu los wlwcs dc DMA obtcnidos a lo largo clcl tiempo 
dc conscrvacih. LIS tal~las 4.4. ii y 11 rccogcn cl amílisis clc varianza corrcspondicntc. Sc 
observó uii ;uiiiw~to sigiiific~~tivo CII lodos 10s IOtcs. 
En cuaiit0 il los valores olwrvados cii bacalao, estos fucroii sigiiificativonicntc 
supcriorcs en cl lotc dc 1mísci1l0 picado que cii filctcs u partir clc la semana 8 de conscrvnci6n 
(tabla 4.4. a y figura 4.3). En ~iiiilx~s Iotcs, los nivclcs dctcctados estuvieron ci1 cl rango dc 
los observado por I~clil~cin (I,9HX) CII ~iiúsculo entero dc clicha cspecic conservado cnlrc -2.5 
y -30°C clurantc 3 IIICSCS. Taml~ih L.cUlanc y col. (1988) cletcctaron nivclcs dc DMA 
similares a los obscw~~dos c11 cstc tmbajo cn filctcs de bacalao coiiscrvados a -30°C. Sin 
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Figura 4.3.- Evolucih dc los niveles dc dimctilamina (DMA) @moles/g músculo) 
durante la conscrv~ción cn congelación a -20°C cn los lotes de filetes dc bacalao (BF) y de 
músculo picado de bncalno (U), ~ncrluza (M) y bacaladilla (A). 
Las barras vcrticalcs indican cl intervalo dc confianza nl 95%. La dc trazo fino 
corrcspondc al estudio cn Cuncih del grado dc integridad dcl músculo (lotes B y BF) y la dc 
trazo grueso nl estudio CII función dc Ia especie (lotes B, M y A). 
TIEMPO GIM TIEMPO x GIM 
Tabla 4.4. a - Anfilisis clc la varianza corrcspondicntc a la incdida tic din~ctilnminn 
(DMA, en pmolcs dc DMA& n~úsculo) dc n~‘~sculo picado y filctcs (13 y 13F rcspcctivunmlc) 
de bacalao cn hmción del grado dc integridad del nnísculo (GlM) y clcl tiempo dc 
conservación cn estado congelado 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE 
DMA **x' x'** *** 
Tabla 4.4. II - hílisis de la varianza correspondiente a la medida dc dinlctilnnha 
(DMA, cn tunoles de DMA& músculo) dc n61sculo picado dc bacalao (LI), merluza (M) ) 
bacaladilla (A) en función de la cspccic y dcl tiempo dc conscrvaciún CII cstaclo c0llgclad0. 
TIEMPO x GIM = Interacción cn~rc cl cfccto del tiempo y cl grado dc integridad dcl n~úsculo. 
TIEMPO x ESPECIE = Int~eracción cntrc cl efecto del tiempo y clc la cspccie. 
*** = Efecto significativo a lkO.001 
** = Efecto significativo a IQO.01 
* = Efecto significativo 8 PeO.05 
- = Efecto no significativo 
embargo, Castcll y col. (1971); Dinglc y Hincs, (1975) y Dingle (1978) observaron valores 
supcriorcs cn filctcs y músculo picado dc bacalao conservado a -10°C o -5°C. La mayor 
temperatura dc conservación cmplcada por dichos autores es probablemente la causa de estas 
difcrcncias. 
D~VCISOS estudios como los Ilcvados a cabo en merluza por Babbitt y col. (1972) 
(Mcrhcirts ~~ot/~cc:fu.s) y por 1-liltz y col. (197G) (kkrlrtccirr.s t>ilinenris), demostraron que cl 
cfccto clcl picado dcl músculo daba lugar a la formncih de niveles de DMA dos veces 
supcriorcs respecto :I los encontrados cn filctcs a lo largo de la conservación en congelación. 
Difcrcncias cutre mí~sculo picado y filctcs que SC cncucntran mh cn cl rango de las abtcnidas 
cu este trabajo cn I~ocoloo, fucrun olxcrvaclas por Dingle (1978) cn mcrluzn (Merhtccius 
bihx7ri.s) y hrosui iu (U,o.s/trc INYNW). L 
Los lotes tlc ii~íkxulo picado dicrou valores signiîicativaiiicntc distintos (tabla 4.4 b). 
En gcncral, las medidas m3s altas SC dieron cn cl lotc dc bacaladilla seguido del dc merluza 
y dcl dc bacalao. Los valores iniciales fueron similares a los observados por Careche y Tejada 
(1988) y Almnndos y col. (1984) cn músculo piado y filctcs dc merluza rcspectivamcutc. Sin 
embargo, Huidoh y ‘l’c,~atla (1992) cletcc~aron nivclcs superiores cu músculo picado 
bacaladilla couscrv;~d;~ :I -‘18”C. En gcncral, los niveles dc DMA obtcnidos cn músculo picado 
dc bacalao, merluza y lx~c;~ladilln a lo largo dc todo cl estudio cstiín cu el rango dc 10s 
observados por Rchbcin (1988) CII nhxulo picado dc estas mismas cspccics conservado a - 
8°C. Este autor dctcc16 difcrcncias cntrc bacalao, merluza y I>acaladilla+emcjantes a las 
encontradas por nosotros :I In autcrior tcmpcratura. A tcmpcratura dc conservación dc -YC, 
Castcll y col. (1971) obscrvarou mayor producción de DMA en músculo dc merluza que de 
bacalao. 
En CLKI~~O :I la cvoluci6n a lo largo del tiempo, Crawford y col. (1979) estudiaron los 
cambios ca DMA cn n~úsculo picudo de merluza (Merlrtcim prodrrctrts) y bacalao (Gndus 
nmzrocqhhs) conservado a -25°C y encontraron que en merluza los niveles de DMA se 
triplicaron al cebo dc un aho. Estío csti dc acuerdo con lo observado por nosotros en 
bacaladilla y merluza. En bacalao, sin embargo, dicho incremento fue mis acusado. 
RWJI~TADOS Y DISCOSION 
LOS resultados rnucstran cl efecto del grado de integridad del músculo sobre la 
formación de DMA. Las difcrcncias observadas entre ambos lotes de bacalao están de acuerdo 
con los resultados obtcnidos cn proteína soluble (@artado 4.2.1.), que ponían de manifiesto 
un deterioro más acentuado dcl músculo picado. Por otro lado, se encontró correlaci6n 
significativa entre los valores de DMA y las distintas propiedades funcionales estudiadas en 
músculo (solubilidad proteica, q.,, dc homogeneizado y resistencia a la cizalladura) en todos 
los lotes (tablas 4.7., 4,8., 4.9. y 4.10.). Estas correlciones fueron más significativas en los 
lotes .de merluza y bacaladilla. Careche y Tejada (1988) también observaron correlación 
significativa cntrc propicdadcs funcionales (solubilidad proteica y ya,, de homogeneizado) y 
niveles de DMA cn músculo picado dc merluza durante la conservación en congelación a 
-18°C. 
4.2.4. FORMALDEI-IIDO (FA) 
Muchos autores han descrito aumentos de FA Libre durante la conservaci6n de especies 
del género gadiformcs cn csteclo congelado (Babbit y col., 1972; Owusu-Ansah y Hultin, 
1986; LeBlanc. y col., 1.988) así como la existencia dc correlación cntrc FA libre y DMA 
(Babbit y col., 1972; Mackic y Thomson, 1974; Owusu-Ansah y Hultin, 1986; LeBlanc y col., 
1988). Esto es lógico ya que ambos compuestos SC producen cquimolarmente a partir de la 
desmetilación enzimática del OTMA. Sin embargo, para detectar la actividad de la OTMA 
desmetilasa SC suclc utilizar la medida de la DMA cn lugar de medir el FA libre, ya que este 
reacciona rápidamcntc con muchos componentes del músculo (apartado 1.3.2.2.). Por lo tanto, 
la medida simultánea de FA y DMA cs una estimación aproximada de la cantidad de FA que 
ha reaccionado y puede estar relacionada con cl deterioro de las proteínas miofibrilares. 
Los resultados obtcnidos para cl c,ontenido en FA libre de los distintos lotes se 
representan en la figura 4.4. Sc obtuvieron diferencias significativas en cuanto al factor tiempo 
en todos los lotes (tablas 4.5 a y b). 
Los lotes clc filetes y músculo picado de bacalao mostraron diferencias significativas 
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Figura 4.4.- Evolución de los niveles de formaldehído libre (FA) @moles/g músculo) 
durante la conservación en congelación a -20°C en los lotes de filetes de bacalao (BF) y de 
músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A). 
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino 
corresponde al estudio en función delgrado de integridad del músculo (lotes B y BF) y la de 
trazo grueso al estudio en funcibn de la especie (lotes B, M y A). 
TIEMPO GIM TIEMPO x GIM 
FA *** *** *** 
Tabla 4.5. a - Análisis de la varianza correspondiente a la medida de formaldehído 
(FA, en pmoles de FA/g músculo) de músculo picado y filetes de bacalao (B y BF 
respectivamente) en función del grado de integridad del músculo (GIM) y del tiempo de 
conservación en estado congelado 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE 
FA *** *** *** 
Tabla 4.5. b - Análisis de la varianza correspondiente a la medida de formaldehído 
(FA, en pmoles de FA/g músculo) de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y 
bacaladilla (A) en función de la especie y del tiempo de conservación en estado congelado 
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo. 
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie. 
*** = Efecto significativo a PcO.001 
** = Efecto significativo a P<O.OI 
* = Efecto significativo a P<O.OS 
- = Efecto no significativo 
RESULTADOS Y ~1SCUSION 
(tabla 4.5 a), siendo cl FA libre mucho menor en filetes que en músculo picado durante el 
periodo de conservación. Esto podría explicarse por la mayor actividad de la OTMAasa en 
músculo picado (apartados 1.3.2. y 4.1.3) y no a la mayor reactividad del FA en filetes, ya que 
las diferencias en cantidad de FA unido (DMA - FA libre) entre ambos lotes no fueron 
importantes. 
También se cncomraron diferencias significativas entre los tres lotes de músculo picado 
(tabla 4.5 b). Sc observe que los valores de FA libre detectados en bacaEadilla fueron 
superiores hasta la semana 5 dc conservación. Posteriormente, bacalao y bacaladilla alcanzaron 
niveles similares y supcriorcs a rncrluza. En la semana 49 (control final) la merluza alcanzó 
su valor maximo dc FA libre, igualando así a lo encontrado en bacaladilla en el mismo 
control. Los mriximos alcanzados, así como los incrcmcntos totales en FA libre encontrados * 
fueron similares cn los tres lotes. Los valores detectados en merluza. fueron superiores a los 
observados por González (1.991) para filctcs de dicha especie conservados a la misma 
temperatura. Esto podría explicarse por cl cfcct~o, anteriormente comentado, del picado sobre 
la formación de FA (Mackic y ‘~homson, 1974; Babbit y col., 1972; Hiltz, 197G; Dingle, 1978; 
Crawford y col., 1979). En bacaladilla, estos fueron inferiores a los que encontraron Huidobro 
y Tejada en dicha espccic conservada a -18°C (Huidobro y Tejada, 1992). Rehbein (1988) 
detectó en músculo picado dc las tres especics conservadas a -8°C cantidades de FA libre 
bastante infcriorcs a las encontradas cn nuestro estudio, aún cuando los valores dc DMA 
fueron similares. tito podría dcbcrsc a una mayor reacción del FA con las proteínas del 
músculo cuando la tcmpcratura dc conservación en congelación es mas alta. 
Se cncontr6 una correlación significativa entre los valores de FA y DMA en todos los 
lotes (tablas 4.7., 4.8., 4.9. y 4.10.), lo que, como ya se ha indicado, confirma lo que ya ha 
sido observado por clivcrsos autores (Babbit y col., 1972, Mackie y Thomson, 1974; Owusu- 
Ansah y Hultin, 198G; LcBlanc y col., 1988). 
Para estudiar la cantidad dc FA que ha reaccionado con otros componentes del músculo 
y no se detecta como FA libre se compararon los valores de DMA y FA libre obtenidos. A 
partir de la semana 22 cn bacalao y clc la semana 3G en merluza y bacaladilla se empezaron 
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a detectar diferencias entre los valores de DMA y FA libre, siendo los primeros superiores. 
Esto indica que parte clc cl FA formado por la acción de la OTMA desmetilasa quedó unido 
a las proteínas o a compuestos nitrogenadoS’no proteicos (Banda y Hultin, 1983; Owusn- 
Ansah y Hultin, 1987), no siendo tletcctado como FA libre, Este proceso parece que fue mis 
rápido en merluza y bacaladilla que en baclao. Ios valores finales de FA unido (DMA - FA 
libre) fueron superiores cn bacaladilla, seguida de merluza, músculo picado de bacalo y filetes 
de bacalao en orclcn dccrccicntc. Sin embargo, estas diferencias podrían no ser significativas 
ya hay que tener en cuenta que la distinta sensibilidad entre las técnicas de medida de DMA 
y FA libre podrían influir cn la clctcrminación del FA unido (Kellcher y col., 1981). El 
descenso en los nivclcs dc FA cn los últimos controles, detectado en ambos lotes de bacalao, 
se puede explicar tambicn por su interacción con proteínas LI otros componentes musculares 
de manera irrevcrsiblc en las etapas más avanzadas de degradación proteica (apartado 1.322.). 
Esto está de acuerdo con algunos autores qriecncontraron evidencia de la mayor reacción del 
FA con proteínas ya dcsnaturalizndas (Ang y Hultin, 1989; Sotclo y Mackie, 1993). Así, a 
medida que aumenta cl periodo dc consctvación tambicn lo hacen los cambios en las proteínas 
y la reactividad del FA, Sin embargo, cl aumento de la cantidad dc FA unido observado puede 
atribuirse también a los cambios cn la integridad dc las membranas celulares que se producen 
a lo largo dc la conscrvacidn, los cuales favorcccn la liberación del FA y su mayor acceso a 
las proteínas (apartado 1.3.). Por otro lado, la mayor cantidad cle FA producido podría influir 
en su mayor reactividad al aumentar la relación FA/proteína (Sote10 y col., 1995). 
4.2.5.- MEDIDA INSTRUMENTAL DE TEXTURA (ICRAMER) 
La modificaciún dc las proteínas miofibrilarcs durante la conservación en congclaciún 
se manifiesta tambiCn cn variaciones en textura. La medida de la resistencia a la cizalladura 
por medio dc la cclula dc Kramer permite cuantificar estas variaciones (Borderías y col., 
1983). Los resultados obtcnidos SC muestran en la figura 4.5. El análisis estadístico 
correspondicntc se muestra CII las tablas 4.6. a y 4.6 b. En la figura 4.5. se aprecia un 
aumento significativo con cl tiempo clc conservación en todos los lotes. 
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Figura 4.5.- Evolución de la resistencia a la cizalladura (Kramer) (N/g músculo) 
durante la conservación en congelación a -20°C en los lotes de filetes de bacalao (BI;) y dc 
músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A). 
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino 
corresponde al estudio en función del grado de integridad del músculo (lotes B y BF) y la dc 
trazo grueso al estudio en función de la especie (lotes B, M y A). 
TIEMPO GIM TIEMPO x CIM 
Kramer *** *** *xx 
Tabla 4.6. a - Análisis de la varianza correspondiente a la medida de rcsistcncia a la 
cizalladura (Kramer, en N/g músculo) de músculo picado y filetes dc bacalao (13 y BF 
respectivamente) en función del grado de integridad del MÚSCULO (GIM) y del tiempo dc 
conservación en estado congelado 
. 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECZE 
Kramer *xx *** *;c* 
Tabla 4.6. b - Análisis de la varianza correspondiente a la mcdicla dc rcsistcncia a la 
cizalladura (Kramer, en N/g músculo) de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y 
bacaladilla (A) en función de la especie y del tiempo de conservación en estado congelado 
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad clcl músculo. 
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie, 
*** = Efecto significativo a P<O.OOl 
** = Efecto significativo a P<O.Ol 
* = Efecto significativo a PcO.05 
- = Efecto no significativo 
-- RESUTADOS YBISCUSION 
LaS diferencias observadas entre los lotes de músculo picado y filetes de bacalao 
únicamente fucron cstaclísticamcntc significativas en las semanas 5 y 22 de conservación. En 
.., 
ambos lotes aumcnt6 la rcsistcncia a la cizalladura, seguido de una disminución en las etapas 
finales de la conservación, debido probablemente a la modificación detectada en el músculo 
incluso visualmcntc, consistcntc en una pérdida de cohesión que hizo que la muestra pasara 
más facilmentc a travCs dc las ranuras de la cClula aun cuando su dureza fuese mayor. 
En la SCIII~II;I 14 co merluza y 22 en bacaladilla comenzaron a observarse valores 
significativamcntc supcriorcs 21 los iniciales. La tcndcncia a aumentar observada en estos lotes, 
a diferencia de n~úsculo picado dc lxmlao, dur6 hasta cl final de la conservaci6n, accntuindo- 
SC en el último control. El incrcmcnto observado a lo largo del tiempo fuc mayor y m8s lineai 
en estas dos cspccics yc CII bacalao. . 
Al comparar los tres Iotcs dc n~úsculo picado SC encontraron en bacalao y merluza 
valores significativamcntc supcriorcs a los dc bacalaclilla (tabla 4.G b), esto podría ser debido 
a que la bacaladillo prcscnta uoa textura bastante blanda cuando SC encuentra en periodo 
posterior al desove (Ofstad y col., 1992). Huidobro (1990) ha descrito valores más bajos cn 
comparación con lo observado cn otras cspccics no pcrtenccientes al orden gadifonnes, que 
, como ya SC lia intlicado, sufren ~iiciios cambios CII textura durante la conservaciún por 
congelación y atribuyó esta diferencia a las características intrínsecas dc la especie. 
En cuanto al lotc dc merluza, los datos observados SC asemajan bastante a los detectados por 
Carcche (1988) cn músculo picado dc esta cspccie‘consewado a -18°C. 
En cl prcscntc trabajo sc encontró correlacih entre los valores rcsistcncia a la 
cizalladura y DMA y FA libre cn todos los lotes (tablas 4.7., 4,8., 4.9. y 4.10.). 
Sin embargo, las difcrcncias cn cantidad dc DMA formada no se corresponden con las 
difcrcncias observadas CII tcstura, esto sugiere que en la medida instrumental de textura por 
medio de la c¿lula dc Kramer pueden estar influyendo otros factores como cl distinto tamaño 
de los miotomos del n~úsculo cn cada especie. Por lo tanto, considerando los cambios en cada 
especie por separado, los resultados sugieren que la cantidad de DMA (o FA) formado está 
relacionada con cl endurccimicnto observado a lo largo del tiempo de conservación. 
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Tabla 4.7.- Músculo picado de bacalao (B) (-20°C). Correlaciones entre los distintos 
análisis realizados sobre músculo. qap: Viscosidad de homogeneizado de músculo; FA: 
Formaldehído; SOL/rOT: Proteína soluble frente a total; RRAMER: Resistencia a la 
cizalladura; DMA: Dimetilamina 
Tabla 4.8.- Filetes de bacalao (BF) (-20°C). Correlaciones entre los distintos análisis 
realizados sobre músculo. Q: Viscosidad aparente de músculo; FA: Formaldehído; SOWOT: 
Proteína soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA: Dimetilamina. 
Nivel de significación de la correlación: *** = significativa a p<O.OOl; ** = 
significativa a p<O.Ol: * = significativa a pcO.05; - = no significativa 
Tabla 4.9.- Músculo picado de merluza (M) (-20°C). Correlaciones entre los distintos 
an6lisis realizados sobre músculo. q.,,: Viscosidad aparente de músculo; FA: Forrnaldehído; 
SOIJTOT: Proteína soluble frente a total; KRAMER:’ Resistencia a la cizalladura; DMA: 
Dimetilamina. 
n., FA SOL/TOT KRAMER DMA 
1 
*** 1 
SOLJTOT 11 *** 1 *** I ~~~ 1 I 
KRAMER 11 *** 1 *** 1 *** 1 1 ) 
DMA I *** *** *** *** 1 
Tabla 4.10.- Músculo picado de bacaladilla (A) (-2O’C). Correlaciones entre los 
distintos análisis realizados sobre músculo. v,,,: Viscosidad aparente de músculo; FAZ 
Formaldehido; SOWTOT: Proteína soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la 
cizalladura; DMA: Dimetilamina. 
Nivel de significación de la correlación: *** = significativa a p<O.OOl; ** = 
significativa a pcO.01: * = significativa a p<O.OS; - = Noé significativa 
NO Se ellCOntraron diferencias por efecto del picado en bacalao, aú11 ct1ad0 10s IiVQlCS 
de DMA fueron mayores bi1 cl último. Esto se correspondería ccm la escasa CWcrencia eI1 
cantidad de FA unido detectada en ambos lotes (apartado 4.2.1.), aunque t8r~l~i~~~ Podrfa 
atribuirse a que, en las condiciones de preparación de la muestra (3.2.2.1.), CI I11C*lOr grado 
de integridad de la misma disminuya el valor de la medida de textura. 
4.3.- ESTUDIO DE EXTMCTABILIDAD DE PROTEINAS MIOFIBRILdR~S DI-, 
MUSCULO 
Como ya SC ha comentado cn al apartado 4.2.1., la ptrdida de extrnclabiliilad de las 
proteinas del músculo durtil;tc la conscrvaci6n por congelación se considera U11 ParCtlnctro 
indicativo del grado dc dcsnatural¡zaciBn y agregación de las mismas. Dentro dc 1~ prolcfnas 
mayoritarias del músculo, las proteínas sarcoplismicas no se modifican apenas, Inicntrus C~UC 
las miofibrilarcs y del estroma son las principales responsables de la agregecibn clurnnlc la 
conservación en congelación (Huidobro y Tejada, 1993 b). 
Para estudiar la agregación de las proteínas miofibrilares y su influencia cn los cambios 
en los cambios ol~crvados cn la funcionalidad dcl músculo, se midió la cxlrirct~bilidncl clc 
estas proteínas cn cada control a 10 largo dc Ia conservación. La extracciál1 sc Ilev6 il cebo 
con solución salina dc alta fycrza iónica (NaCI 0,6 M) y pH 7 (según la t¿knica i~~&cacla en 
el apartado 3.2.3.1.), condiciones a las cuales se alcanza un máximo de cxtract&ilj&tf cle 
proteínas miofibrilarcs (Kawashima y col., 1973; Stefansson y Hultin, 1994). 
Un objetivo dc este trabajo es cl estudio de la proteína agregada no cxtrail>lc cn NaCl 
0,6 M detectada durante la conscrvaci611 del músculo en congelación (apartado 3.2.1,). I$ cstc 
apartado se comentarán los resultados obtcnidos del tratamiento de estos agregados con 
distintos agentes: SDS y SDS t B-ME. Este tratamiento estaba encaminado a cs(udiar la 
naturaleza de los enlaces implicados en dicha agregación y la evolución de 10s mismos 8 lo 
largo del tiempo. Asimismo, SC trató de dilucidar la influencia del grado dc integridad del 
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RESULTADOS Y DISCUSION 
IllúísCUI0 y la especie cn la agregaci6n. 
,,< La P~Ot~íIlll 2lgKg?lda 110 CxtElída Con solución salina (Pl) se trató según el esquema 
descrito w el apartado 3.2.3.X Al tratar el agregado con SDS 2% se extrajo una freacción de 
proteína extraída (S2), que estaba unida cn el agregado en gran proporción por medio de 
interacciones secundarios, ya que cl SDS es un detergente capaz de romper o debilitar este 
tipo de enlaces (Rousscl y Cheftel, 1990; Edelstein, 1991 a) y una fracción no extraída (PZ). 
Esta última SC sometió a su VW. a la acción combinada de SDS 2% más P-ME al 5%, siendo 
este último un agcntc reductor que rompe los puentes disulfuro (Edelstein, 1991 b). De esta 
manera SC obtuvo una fraccih dc protcina extraída (S3) que estaba unida al agregado en parte 
por uniones S-S c intcraccioncs secundarias y una fracción no extraída (P3). Este se consideró 
formado en su mayor parte por cnlaccs covalcntcs distintos de los puentes disulfuro. 
. 
Hay que tcncr cn cuenta que cualquiera de las fracciones extraídas (Sl, S2 y 53) 
podrían contwcr agregados solubles, formados por el establecimiento de enlaces interproteicos, 
que no se rompen CII las co~~I¡cio~xi cmplcadas en cada tratamiento (enlaces secundarios, S-S 
y covalcntes no S-S, cn la fracción Sl; S-S y covalentes no S-S, en la fracción S2 y 
cavalentes no S-S, cn la fracci6n S3 y cuyo peso molecular no es lo suficientemente grande 
como para quedar formando parte de la fracción no extraída al centrifugar. 
Debido al gran número dc parknetros que se han de considerar en conjunto, para una 
myor claridad en la cxposicih SC han expresado los resultados de tres maneras diferentes: 
a) Cantidad dc protcina extraída en las fracciones Sl, S2, S3 y P3, estudiando en cada 
fracción por separado cl cfccto del tratamiento y especie (figuras 4.G., 4.7., 4.9., 4.11.). 
b) Proporción dc proteína del agregado Pl extraída en las anteriores fracciones, 
estudiando en cada froccih por separado el efecto del tratamiento y especie (figuras 4.8., 
4.10., 4.12.). 
c) Relación entre las fracciones Sl, S2 y S3 y P3, estudiando cada lote por separado 
(figuras 4.13., 4.14., 4.15., 4.1.6.). 
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11.. FA SOLITOT KRAMER DMA 
1 
SOLfTOT *** +** 1 
KRAMER *** *** *** 1 
Tabla 4.9.- Músculo picado de merluza (M) (-2O’C). Correlaciones entre los distintos 
análisis realizados sobre músculo, va,,: Viscosidad aparcntc de músculo; FA: Formaldehído; 
SOWTOT: Proteína soluble irente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA: 
Dimetilamina. 
Tabla 4.10.- Músculo picado de bacaladilla (A) (-ZO’C). Correlaciones entre los 
distintos análisis realizados sobre músculo. vllp: Viscosidad aparente de músculo; FA: 
Formaldehfdo; SOLDOT: Proteína soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la 
cizalladura; DMA: Dimetilamina. 
Nivel de signifjcadón de la correlación: *+* = significativa a p<O.OOl; ** = 
significativa a pcO.01: * = significativa a p<O.OS; - = no significativa 
Tabla 4.7.- Músculo picado dc bacalao (B) (-20°C). Correlaciones entre los distintos 
análisis realizados sobre músculo. q,: Viscosidad de homogeneizado de músculo; FA: 
Formaldehído; SOL/TOT: Proteína soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la 
cizalladura; DMA: Dimetilamina 
Tabla 4.X.- Filetes de bacalao (BF) (-20°C). Correlaciones entre los distintos análisis 
realizados sobre músculo. Q,: Viscosidad aparente de músculo; FA: Formaldehído; SOUTOT: 
Proteína soluble frente a total; KRAMER: Resistencia a la cizalladura; DMA: Dimetilamina. 
Nivel de significación de la correlación: *** = significativa a p<O.OOl; ** = 
significativa a p<O.Ol: * = significativa a pGO.05; - = no significativa 
Cada una dc las formas dc cxprcsi6n resalta una información que de otra forma 
quedaría enmascarada. En a y b SC comparan los resultados obtcnidos en cada lote, tanto 
*., 
considerando la magnitud total de la agregación (a) como independientemente de esta (b), Esto 
permite comparar los cambios cn los distiantos lotes desde el punto de vista de la funcionali- 
dad de músculo y del tipo de agregado formado. En c) se obtiene una visión global de la 
naturaleza de la agrcgacibn cn cada lotc, resaltando las relaciones entre los cambios 
observados en las distintas fracciones obtenidas del tratamiento del agregado (S2, S3 y P3). 
4.3.1.- EXTRACTAIHLIDAD DE ACTOMIOSINA NATUML (AMN) EN NaCI 0,6 M 
cw 
. 
En la figura 4.6. SC mucstrun los cambios cn extractabilidad de AMN expresada en 
gramos de AMN por gramo clc proteína del músculo. Se observa que tuvo lugar una 
disminución gradual en fc~clc~s los lotes a lo largo de la conservación. 
Hasta clespucs cle la semana 22 no se encontraron clifcrencias entre músculo picado y 
filetes de bacalao. En el primero tuvo lugar un descenso muy acusado que comenzó en la 
semana 22 y que con~i11116 hasta la semana 49, alcanzando al final de la conservación los 
valores mcnorcs clc cxtractabiliclad dctcctados cstc estudio. El efecto del picado disminuyú 
la extractabilidacl de la proteína miofibrilar, de forma similar que la extractabilidad de 
protcírias sarcophísmicas y rmiofibrilarcs (proteína soluble, figura 4.1.), aunque en esta última 
las diferencias SC observaron mas tempranamente. 
El lote dc bacalao prcscnt6 inicialmente valores más altos de extractabilidad que las 
otras dos especies, pero 21 partir dc la semana 22 experimentó un descenso, como ya se ha 
comentado, dc tal manera que cn la semana 49 alcanzó valores inferiores incluso a los de la 
merluza y bacaladilla. En músculo picado de bacaladilla se otuvieron valores ligeramente más 
bajos que en merluza, pero la clisminución dc la extractabilidad fue similar y lineal en ambas 
especies. 
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Figura 4.G.- Evolucih de la extractabilidad en NaCI 0,6 M de la actomiosina natural 
@MN) de músculo (g prot. extraídajg prot. músculo) en los lotes de filetes de bacalao (BF) 
y de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservación 
en congelacih a -20°C. 
REW.TADOS Y DISCUSION 
En general, cn cxtractabilidad de proteínas miofibrilares SC observaron diferencias entre 
los lotes de bacalao y los de merluza y bacaladilla y entre picado y filetes de bacalao, Estas 
diferencias entre lotes fueron similares a las que se dieron en qllp de músculo (apartado 4.2.Q 
Hay que tener en cuenta que en la tecnica de qap de músculo la medida se realiza sobre los 
homogeneizados de músculo previamente filtrados (apartado 3.2.2.1.). Cuando la proteína está 
muy agregada, parte dc esta podría quedar retenida en este paso, con IO que la concentración 
del filtrado sobre cl que SC rcnliza la medida sería menor cuanto mis agregada esté la proteína 
del músculo. Por otro lado, las proteínas miofibrilares son las que contribuyen mayormente 
en la medida de la Q, (Bordcrías y col., 1985, Huidobro y Tejada, 1993 b), Los cambios cn 
agregación de la AMN y, cn consccucncia, en su concentración en dichos filtrados, influye 
grandemente en la medida dc la rh,,. Todo cl10 confimra la influencia dc los cambios en 
extractabilidad en la medida dc la q3,, de minúsculo. 
Sin embargo, la TI.,, cspcrimcnt6 en la semana 22 una brusca disminución, mientras que 
el descenso observado cn cxtractabilidad fuc gradual hasta la semana 49. Esto indica que a 
pesar de la influencia dc los cambios cn extractabilidad en la ql,p de músculo, existen estados 
incipientes de dcsn~~~uralizaci~~~ y agrcgaci6n que son detectados antes por cambios en qlp que 
por modificaciones cn solubilidad (Tc.jada y Carcchc, 1988 y Careche y Tejada, 1990 a y b). 
Sin embargo, las difcrcncias observadas cntre los distintos lotes no se corresponden con 
las detectadas en textura (figura 4.5.) aún cuando SC produjo un incremento de la dureza en 
todos los lotes. Esto podría dcbcrsc a que, como ya se ha indicado en cl apartado 4.2.5., en 
la medida instrumental clc tcstura por medio dc la célula dc Kramer pueden estar influyendo 
otros factores como cl distinto tamaño de los miotomos del músculo en cada especie. 
4.3.2.- EXTRACTAUILIDAD EN SDS 2% (S2) DEL AGREGADO PROTEICO NO 
EXTRAIDO EN NaCIO,G &I (Pl) 
En la figura 4.7. SC muestra la cxtractabilidad dc la proteína del agregado Pl cuando 
se trata con SDS 2% cxprcsada como g de proteína extraída por g de proteína de músculo. 
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Figura 4.7.- Evolución de la extractabilidad en SDS 2% del agregado no extraído en 
0,ú M NaCI (Pl) (g prot. extraída/g prot. músculo) cn los lotes de filetes de bacalao (BF) y 
de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) Y bacaladilla (A) durante la conservación cu 
congelación a -20°C. 
Sc observa que hasta la semana 22 no se empezú a detectar en bacalao la presencia de 
agregados en cantidad significativa. Como se puede observar, los valores de extractabilidad 
a los cuales se empieza u dctcctar agregado cn n~úsculo píc’ado de bacalao coinciden con 10s 
que presentaron los lotes dc músculo picado de merluza y bacaladilla inicialmente. 
En todos los lotes SC produjo un aumento de la cantidad de proteína extraída con SDS 
2% conforme avanza cl tiempo de conservación, que guarda relación con la mayor cantidad 
de precipitado obtenido. Estos resultados confirman lo encontrado por Connell (197.5), Laird 
y col. (1980) Owusu-Ansah y Hultin (1986) y Lim y Haard (1984) que indicaron una 
participación importante de las uniones secundarias en la agregación observada durante fa 
conservación en congelación. 
La cantidad dc proteína extraída en SDS 2% fuc’rnayor en músculo picado que en 
filetes de bacalo, aunque inicialmcute (semana 22) estos fueron similares. 
El efecto de la cspccie SC estudió comparando los lotes dc mrisculo picado dc merluza 
y bacaladilla, ya que en bacalao no se detectó IU apariciún de precipitado insoluble en sal (Pl) 
hasta la semana 22 dc conservación. En bacaladilla se observaron valores más elevados que 
en merluza hasta la semana 22, pero al final dc la conservación la canti,dad de protcina 
extraída con SDS 2% fuc parecida cn ambos lotes. BI merluza los valores comenzaron a 
aumentar en la SCIIIUI~ 8 de conservación, mientras que en bacaladilla no se observó aumento 
hasta la semana 49. 
Hay que tcncr en cuenta que la cantidad de proteína extraída en la fracción S2 depende 
de la cantidad de agregado 1’1 que se forme Por tanto, para estudiar los cambios en el grado 
de participaci6n clc los cnlaccs secundarios CII el agregado insoluble en sal Pl, en la figura 
4.8. se representa la cxtractabilidad dc Pl con SDS 2% expresada cn porcentaje de proteina 
de Pl que se solubiliza cn SDS 2%. ‘En filetes de bacalao se obtuvieron valores superiores 
que en músculo picado dc la misma especie. En ambos lotes se observó un descenso con cl 
tiempo que fue mas acusado cn músculo picado. El descenso en la proporción de proteína de 
Pl extraída con SDS 2% no i~nplica ncccsariamente un descenso en la participaci6n de este 
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Figura 4.8.- Evolución del porcentaje de proteína extraída en SDS 2% (S2) respecto 
a Pl (proteína no extraída en NaCl 0,6 M) (% S2/Pl) en los lotes de filetes de bacalao (BF) 
y de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservación 
en congelación a -20°C. 
-. RESULTADOS Y D~scus~off 
tipo de uniones cn la agrcgaci6n ya que la formación de otro tipo de enlaces no rotos en las 
condiciones de cxtracci6n cmplcadas podría enmascarar dicha participación. Sin embargo, si 
se puede afirmar que los resultados ponen dc manifiesto una tendencia al aumento en la 
proporción de los enlaces covalentcs implicados en la agregación a lo largo de la conservación 
en ambos lotes, que fuc mfis acusada en músculo picado. 
En bacaladilla, la proporción de proteína extraída inicialmente en la fracción S2 fue 
inferior que en merluza. En esta última el agregado Pl se extrajo cn su totalidad con SDS 2% 
al inicio de la conscrvacihn. En ambas especies se observó un descenso a lo largo de la 
conservaci6n, aunque la cantidad total de proteína solubilizada en SDS 2% aumentó en el 
mismo periodo, como ya SC ha indicado (figura 4.7.) (debido a una mayor formaci6n de 
agregado i~solwl~lc cn NaCI 0,1, M (figura 4.6.)). Al final de la conservación se observó una 
proporci& dc agregado cstraído con SDS 2% similar en ambos lotes. 
Por tanto, a pesar del aumento observado en la cantidacl total dc proteína en S2, la 
proporción de PI cxtraida cn dicha fracción tendi a disminuir en todos los lotes. La tendencia 
observada en la proporción dc proteína de PI solwbilizada en la fracción S2 sugiere que en 
las etapas mris avanzadas dc la conservación tuvo lugar un aumento en la formación de otras 
uniones (S-S u otro tipo dc covalcntcs), las cuales no se rompen con SDS 2% en las 
condiciones cmplcadas. En Lrücaladilla, a diferencia de las otras especies, dicha participación 
de uniones covalcntcs en cl agregado se observó dcsdc el inicio de la conservación. Sin 
embargo, en las ctapas finales, esta fuc similar en los lotes de músculo picado. 
Los resultados obtcniclos en cstc cstwdio coinciden con lo descrito por Owusu Ansah 
y Hultin (198ú) cn estudios dc solubilidad de músculo de merluza picado conservado en 
congelación. Dichos autores detectaron una disminución en la proporción de proteína insoluble 
en sal que se solubiliza por acción del SDS, lo cual coincide con lo observado en el presente 
estudio. Así mismo, nuestros resultados están dc acuerdo con la disminución en extractabilidad 
en 1% de SDS dc músculo dc I~~c~lao muy deteriorado por conservación en congelación 
observada por Conncl I (1975). 
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4.3.37 EXTRACTABILIDAD EN SDS 2% + JJ-ME 5% DEL AGREGADO PROTEICO 
NO EXTRNDO EN SDS 2% (PZ) 
,~,I 
En la figura 4.9. SC mucstm la extractabilidad de P2 (insoluble en sal y en SDS 2%) 
cn SDS 2% t P-ME 5% (fracción S3) expresada como g de AMN por g de proteína de 
músculo. 
Se observaron difcrcncias dc cxtractabilidad entre el lote de músculo picado y filetes 
de bacalao, sobre todo n partir dc la semana 49. En dicho control se observó un aumento 
pronunciado cn músculo picado, mientras que cn filetes no hubo cambios a lo largo del 
tiempo. 
. 
En bacalao, como ya SC ha indicad& ~610 se obtuvo Pl a partir de ia semana 22. Por 
tanto, en dicho lotc ~610 SC pudo estudiar la extractabilidad en SDS 2% t P-ME 5% (fracción 
S3) a partir de dicho control. Por cllo ~610 es posible comparar los resultados dc los lotes d,e 
músculo picado cn las cspccics merluza y bacaladilla. En bacaladillase observó un incremento 
en la semana 22, niantcniEntlosc cstablc posteriormente, mientras que la merluza aumentó sólo 
en el último control, prcscntando niveles muy bajos hasta entonces. En este lote el agregado 
Pl obtenido al inicio dc la conservación se extrajo totalmente con SDS 2%, con lo que no se 
obtuvieron fracciones P2, S3 y P3 en cl control a las 0 semanas. 
Como ya se inclic6 para la fracci6n S2, las cantidades de proteína extraídas dependen 
de la cantidad dc Pt. Por tanto, cn la figura 4.10. se representa cl porcentaje de proteína de 
Pl solubilizada con SDS 2% t 13-ME 5% (S3). En bacalao, los cambios y las diferencias 
entre los lotes dc músculo picado y filetes fueron similares a los observados en cantidad total 
de proteína extraída (figura 4.9.). Lu. alta proporción de proteína extrafda en S3 observada en 
músculo picado dc bacalao a partir dc la semana 49 parece indicar que el aumento en la 
agregación que tuvo lugar cn las últimas semanas de conservación (figura 4.6.) fue debido en 
parte a la formaci6n dc enlaces S-S. Sin embargo, cu filetes no se detectaron cambios a 10 
largo de la conscrvaci6n. 
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Figura 4.9.- Evolución de la extractabilidad en SDS 2% + P-ME 5% (S3) (g prot. 
extraída/g prot. músculo) en los lotes de filetes de bacalao (BE) y de músculo picado de 
bacalao (B), merluza (h4) y bacaladilla (A) durante la conservación en congelación a -20°C. 
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Figura 4.10.- Evolución del porcentaje de proteína extraída en SDS 2% + P-ME 5% 
(S3) respecto a Pl (proteína no extraída en NaCI 0,6 M) (% S3iPl) en los lotes de filetes de 
bacalao (BF) y de músculo picado de bacalao (B), merluza (MI) y bacal,adilla (A) durante la 
conservación en congelacih a -20°C. 
- 
Los valores cn n~úsculo picado de merluza aumentaron bruscamente al final de la 
conservación, indicando un incremento en la participaci6n de Los enlaces S-S en el agregado. 
En bacaladilla se observ6 un aumento más suave. 
En general, estos resultados ponen de manifiesto la parlicipación de las uniones S-S 
en el agregado formado durante la conservación en congelación cn todos los lotes. Esto 
coincide con lo observado por orros autores (Matthcws y col., 1980, Lim y Haard, 1984 y 
Owusu-Ansah y IHultin, 1986). También SC puede inferir que hhbo un aumento de la 
participaci6n de las uniones S-S en las ctapas finales dc la conservación por congelaci6n en 
músculo picado dc bacalao y merluza. Esto ha sido observado por Lim y Haard (1984) en 
músculo picado dc cglcfino conservado a -10°C. Dichos autores detectaron un aumento de 
más del 30% cn la proporción del proteína del agregado extraída con SDS + P-ME. OWUSU- 
Ansah y Hultin (1986) observaron también este incremento cn la participación de enlaces S-S 
a lo largo de la conservación cn congclaci&i dc filetes dc merluza. Laird y Mackie (1979), 
sin embargo, cnconIraron que el [&ME no aumentaba la extractabilidad de agregado con 
respecto al tratamiento con SDS, puclicndo deberse a la diferente metodología empleada, ya 
que la centrifugaci6n SC rcaliz6 a 1.0.000 g, cl doble de lo empleado en el presente estudio. 
En n~úsculo picado dc bacaladilla y filetes de bacalao, cl que la proporcibn de Pl 
extraída con SDS 2% t (-I-ME 5% no cambie con cl t-iempo no implica que no hubo cambios 
en la participación de los cnlaccs S-S en la agregación, ya que dichos cambios pueden no ser 
detectados debido a la ronnación dc otro tipo de enlaces covalentcs no S-S que impedirían 
el acceso y ruptura dc las uniones S-S por parte del P-ME. 
4.3.4.- I’ROTEINA NO EXTRAIDA CON EL TRATAMIENTO APLICADO (P3) 
En la figura 4.1 1. SC reprcscnta la cantidad de protema de Pl no extraída con el 
tratamiento aplicado expresada CII gramos de proteína por gramo de proteina de músculo. Los 
valores observados CI] minúsculo picado clc bacalao fueron ligeramente superiores a los de filetes 
de la misma espccic. En músculo picado hubo un ligero aumento a lo largo del tiempo. 
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Figurn 4.î.L Bvolución dc la cantidad dc protchm no cxlraída (P3) (g pral. /g prot. 
múscdo) cn los loks dc îilclcs tlc I~mlao (Br;i y dc músculo picado dc bacelao (B), mcrhzn 
(M) y bacaladilla (A) clurank la conscrvih5n cfl congelación a -20°C. 
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Figura 4,12.- Evolución del porccntajc dc protcina no cxtraida (P3) rcspccto a Pl 
(proteína cxtralda cn NaCI 0,6 M) (% P3/Pl) cn los lotes dc filctcs dc bacalao (BI;> y dc 
músculo picado dc bacalao (B), ~n~rlu~a (M) y bacaladilla (A) durante IU conscrmi~ón cn 
congclaci6n a -2OT. 
En IllúsculO picado LIC 111crllkX )’ IXlc?ll~Klill:l SC ClCtCC16 un numcnto muy pronuncia& 
cn cl último ccmlrol (scman;~ 4<I), sicl1ilO IOS VdorcS dc cSta última ligeramontc supcriorcs a 
%, 
lo hrgo dc toclo cl pcr¡0d0 clc ccmmvación. 
En la figura 4.12. SC rcprcscntiui los cambios anteriores (figura 4.11.) cxprcsados en 
porccntajc rlc proteína dc 1’1 que no sc pudo cstrucr. En dich Figura SC observa como opcnas 
si Iiubo cm~ibios ;I lo Iwgo dcl tiempo cn los Iotcs clc hcah, iiidicanclo que la participnci6n 
dc los cnlnccs covnlc~itcs 110 tlisuIfiuw cn P:l pcrmimccid prkticnmcntc constante duraiitc cl 
pcrioclo dc ccmscrv;hh. 
Tmito cu merluza como c11 I~occil:iclilla cabc tlcstacar cl ~~unic~ito cn la proporci6n clc 
proteína clcl agrcgailo qtic 110 sc cxtríic poc cl trakmiicnto aplicado (y por tanto clc la 
participación dc cnhccs cov:~Icntcs II« S-S CII I:I agrcgnción) obscrvaclo al find de Iti 
conscrvacih. H;Na dicho control no Sc observaron cambios importanlcs cn nimbos lotes. Ci1 
bacnlatlill;i sc ol~scrvorcm wlorcs supcriorcs ii lo largo clc todo cl cstuclio. 
4.3.5.- NA’I’UR/U,l%A III: LA AGRISCACION A LO LARGO DE LA 
CONSIiXVACION 
En los nporlntlc~s ;uitcriorcs sc 11:m cslutli;itlo los valores dc extraclal~ilichcl clc Pl cn los 
clistintos lolcs clc 111;mcr;1 ctmilxuxliva pnra ciiìlii frnccihi obtcnicla (S2, S3 y P3). En dichos 
apartoclos Sc puso ilc mtiiiiGcsI0 la iiulctcrliliiloci<‘,n que suponc la formnci6n clc cnlaccs niAs 
fucrles que inlpidcu la clc~cccid~l dc los que SC rompen CII los tratzmlicntos cou SDS 2% y 
SDS 2% + (j-MI: 5% (I‘1.;1ccicu1cs S? y S3). 
Paro cstuclinr la iialur;ilcza clc la agrcgacih y los cambios cii cstii a lo largo clcl tiempo 
dc conservación ccmsidcrai11os ncccsaria una visihi dc conjunto de los valores obtcnidos cn 
las distintas fracciones pwi cxl;i lotc. Con cstc fin, CII las figuras 4.1.3., 4.14., 4.1.5. y 4.16. 
Sc rcprcsnctan los rcsulladcxi clcl cstutlio tlc cstractnbilidnd clcl agrcgudo cn distinlos agcntcs 
conjuntnmcntc c011 Ias c;~~~l¡cl~lcs clc cliclio agrcgatlo obtcniclas cn cada lote. 
88 
Li1 figura 4.13. n~ucstra los cambios cn cl lotc dc músculo picado de I>acalao. 
.<* 
Inicialmcntc el agregado 1’1 cictcctado cn la scniana 22 pudo extracrsc totalmcntc con SDS 
2%, lo que pûrccc indicar qiic la agregación tuvo lugar fundamentalmente por cnlaccs 
secu~icfarios. Postcriormcutc sc dctcct6 un auincnto en la proporci6n dc la fraccih S3, lo cual 
sugicrc que la mayor agregación obscrvacla a lo largo dcl tiempo fuc debida al cstablccimionto 
dc cnloccs S-S intcrprotcicos. La proporcidn dc la fraccih P3, indicativa dc la participación 
dc cnlaccs covalcntcs no S-S no cnmbi6 cicsdc la semana 36 cn que fuc dctcctada y fuc 
similar íi la c~l~~rvacio cn filctcs. 
Eh lu figura 4.14. sc pucdcii observar que cu cl lotc tic filctcs clc bacalao, cl agrcgacio 
dctcctado cu la scmimii 22 tuvo naturaleza similar a la observada cii cl lotc dc músculo picado 
, ya que pudo cxtracrsc t»tol~ucntc con SDS 2%. A partir dc la semana 36, la naturolcza do 
dicho ogrcgatlo camM clc tal forma que sc dctcct6 In intcrvcnc,ih dc cnlaccs S-S y 
cuvalcntcs no S-S cii cl misiiio, no obscrv6ndosc cambios postcriorcs cn cuento a la 
noturalczn dcl ngrcgacio furniaclo. 
. 
L,0 figura 4.lS. mucsIra los cambios cu cl lotc dc merluza. En csk lotc la agregación 
inicial tuvo lugar cou aiW.rioriciad cn cl tiempo, pero su naturaleza fuc similar a la observada 
cn los lotes tic lw~lno, pues cl agrcgndo obtcnicio pudo ser cstraido totnlmcntc con SDS 2%, 
lo cual sugicrc IINI partipociacih imporhntc dc las uniones secundarias. Postcriormentc hubo 
un aun~c~~to cn la proporcibn clc las îraccioncs S3 y P3 que podrla rclacionarsc con un 
aumento cn la pnrticipncidu dc cnlaccs covalcntcs (S-S o no S-S) cn la agregación a medida 
que aumcnt6 cl pcriotio dc conscrvoci6n. 
” 
En cl lotc clc I~~~hdilln @gura 4.X.), la cantidad dc PI formacio fuc similar que cn 
merluza y tambiCn SC dckct6 cicscic cl principio dcl estudio. Este agregado inicial fuc distinto 
del obscrvacio cu los lotes antcriorcs, puesto que no pudo cxtracrsc cn su totalidad con SDS 
2%, sino que parte tic1 mismo SC extrajo cu la fracci6n S3 y otra parte no pudo cxtrncrsc (P3). 
Esta última îrncci6n oumcnt6 a lo largo dc Ia conscrvaci6n, lo cual podría indicar un 
incrcmcnto cic la parGcipaci6n dc los c~~laces covalentcs no S-S en cl agregado. Este pudo 
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Figura 4.15.- Músculo picado de merluza (?vf) conservado en congelación a ‘20 “C 
i 
a: Cantidad de proteína extraída y no extraída en NaCl 0,6 M (Sl y PI respectivamente) (g proteína/g proteína músaxlo) 
b: Fxtraáabilidad de Pl. Porcentaje de proteína extraída en SDS 2% (S2), SDS 2% + @-ME 5% (S3) y no extraída (P3). 
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C*muscerar uu posible conlbio no dctccloKl0 llncic\ la lnnyor participaci6n cnlaccs S-S. 
DC los rCsuI~~l~s”~c podría inferir que lo cinCtica Klc ngrcgnción fue clistintn 
tlcpcndicndo del grado Kic inlcgrid;~cl clcl inúsculo y Klc la cspccic estudiada. En gcncrill, CII la 
agrcgüción hubo p;irticip;lcihi clc cnloccs Iiitlrofóbicos, S-S y covulentcs no S-S . 
En todos los lotes Iiul10 un clcsccnso cii la proporcidn dc protcina dc 1’1 cxtralda cn 
SDS 2%, csto Llc clcl~ido ;I la for1naci6n dc cnloccs II& fuertes (S-S y covalentcs). WI cuiu~to 
II In participacihi Klc los cnlaccs S-S CII lu Cgrcg;ici6n, cn merluza y bncnladillii no Sc piId 
saciir co~~clusioncs cMid uI u~iw~to cn la proporcih Klc cnlaccs cov~i~lciilcs dCtCCt:lKlO KlUC 
podría cnn13sca1’~ su dclccciím. 
. 
Co~iip~~r~~~~do los rc~ututlos obtcniclos cn ambos lolcs clc músculo picado y filctcs dc 
bacdao (figurus 4.13. y 4.14.) SC p~cdc observar la influencia tlcl gratlu dc integridad del 
llllísculo. IAl lllnyor agrcgaci6ll olwrvndn por CfCClO tlcl picado KlCl músculo SC clcbid 
fu~iKlamc~itel~~iC~~tc aI i~~mc~ito cii la formacibii clc cnluccs S-S intcrprolcicos, mientras que la 
proporci6n KIC c0v:1I~11tcs 110 S-S 110 aunic~~tó. 
IA colllp;lraCi6ll KIC las figuros 4.13., 4.15. y 4.16. niucstrii Iii cliícrcntc naturaleza clc 
los agrcgcldos formados cii c;~Klii cspccic :I lo largo Klcl tiempo tlc conscrvnciúii. En bwalao la 
agregación sc tlctcct6 poslcriormcntc y fiic mayor que CII merluza 0 lx~caladilln. I-4 distinta 
cinCtica clc agrcgacií~i SC ;1co11il~1ñ6 adcnilis dc tina nicnur pwlicipacihi tlc las uniones 
covnhtcs CII IOS 0gr~ghs hlllhs en hc8l~~. EU bncshKlilla y merluza, como ya Lemnos 
dicho, In agrcgncitin luc m;is tCmpr;mu y oumcnt6 1~5s gratlualmcntc a lo largo dc la 
conscrvnci6n. 131 amhs Iml~o mayor impliceci6n Klc los cnlnccs covalcntcs cn la agrcgacibn 
que cn l~u~~lao. I>icliu implicnci6ii fuc mayor cn baculudilla KJUC CII mcrluzii y a difcrcncia cfc 
las otras dos cspccics, SC observó tlcstlc cl principio de la conservnción. 
Sc s3bc que cl I:A inrluyc ~~otal~lcn~c~itc CII IU cantidad clc agregado que sc forma irf 
sitrc clurantc la conscrvocih CII congclwih (apertatlo 1.3.2.2.). En cl prcscntc estudio no sc 
cncontrú unü relación directa ciitrc Ia cantidud Klc FA formacl cii los distintos IOtCS y ItI 
ca11ticlacl clc agrcgatlo forlllaclc~, auncpc CII 10s lotes de 1ntísculo picado SC dctcctó mayor 
for111nci6n clc DMA (y por tauto LIC FA) y uu tlcsccnso más accntuadc~ dc In sohhilidad cn sal. 
.., 
En cuu1110 a la influencia tlcl n~ismo CII la naturaleza clc esta agregación, cn la litcrntura 
SC cncuclltrcln rcsultotl0s col1t1.(lllict~>rios. Así, n1líscul0 clc bacnlao I>astnlltc dctcriornclo por 
conscrvnci6n CII co11gclxd611 pudo ser solul~iliz:~clo CII 1% clc SDS cn proporcì6n muy alta 
(Conncll, l!XiS y 1975). Otros autores cnco1Itraron 1111 alto porccntajc dc insolubilizaci6n cn 
n1crluza co~~scrvad:~ c11 cc111gcloción trus cl tratomicnto clc esta co11 l.% clc SDS (Dinglc y col., 
1977). Estos cspliciirc111 I:I gwn proporci6n clc cowlcntcs obscrvacln por la mayor vclocitlncl 
tlc formaci6n dc F/\ c11 nwIuz:I. Co1111cll (1075) por su parte clcn~ostró que si SC ahclla FA 
exógeno nl músculo dc bacalao cn Trcsco SC tlctccral~o muche mayor insolubilizeci6n cn SDS. 
En cl prcscntc cs~udio, ;IUII~IIC uo SC cncontr6 rclaci6u cntrc In cxntidacl de FA formado 
cn los clistintos Iotcs y Ia ¡111por1;1nciu clc los cnlnccs covalcntcs no S-S cn la agrcgaci6q 
nuestros rcsulhclos su$x11 Ia posil~lc influcucio tlcl FA uniclo cu la participacibn dc dichns 
uiiioncs. Asi, c11 iiicrluza y l1acalntlilla, cluc prcscntnron mayor proporción dc sgrcgndo 
insoluble (1’3) (y por tanto dc c11Ixcs covolcntcs 110 S-S), SC cmpcz6 a dctcctnr la uni6n dc 
FA a proteínas mGs lciiil1r:111;11iiciitc quc eii bacalao (uparlaclo 421.). 
4,4,- ISl’UI)IO l5l,2~~.:‘1’l~OFOf~I:‘ïICO (SDS-I’AGE) DE LAS FRACCIONES 
EXTMIIh4S (SI, S2 y SJ) 
LA muyoria dc los csIuclios rc;~lizaclos sobre los canibios cluc tienen lugar c11 Ins 
protcinns miolil1rilorcs tlur;1111c la ccuwrv~1ci6n cn co11gclnci6n dc músculo no ticncn cn cuenta 
la composicih clc los cstruc~os pro~cicos CII soIuc¡oncs salinas, SDS y SDS + P-ME que SC 
estucliaii CII cntla co11lrol ;I lo largo del ticnipo. Las tlistintas proteínas cluc los componen ticncn 
clifcrcntc susccptil~il iclud ;I Ia :~grcgnción c insolubilizaci6n. Por tanto, la proporción dc las 
mismas en estos pucdc can1biar durun~c la couscrvacibn, con posibles implicaciones CII 
funcionaliclttcl y Icstur;~. 
- __..” . . ..l..._..._.....l_.........” ..-...... .- xmwl.mlmi 1’ l.mcu.~lo~ 
En cslc trall;l,~o sc prctcntlia p0llcr dc nl:lllificst0 los posibles canibios cu conlposici6n 
dc los extractos dc prutcíua ~niofil~rilor CII soluciones salinas, SDS y SDS f B-ME, a lo largo 
dc la conscrvncii,n. 191 los cstrxlos dc protcicos cii soluciones salinas, donde se inidicron 
algunns propicdadcs funcioualcs dc la AMN, cl estudio clc la composición de la misma por 
clcctroforcsis nos pcrmitii, iwxprctnr mc~jor algunos de los resultados ohnidos. Otro objetivo 
fuc cstudior lo iniplic;ici6n de las protcíiias iwiyoritarias (CPM y Ac) cn los agrcgaclos 
formados por CIIIXXS covalcn~cs. 
Parsi cllo, cii C;III:I uiw dc hs fraccioiics SC iiiirlicroii los cambios cii proporcih clc las 
proteínas mayori~uriw (WM y /\c) pur wxlio LIC 1;) medida dc III DOVg prot. dc Iris bunclas 
c«rrcsponilicntcs ;I cskis prwiiias. I.os canil~ios cn 13 proporcih dc las otras proteínas 
minoritari~is 110 SC cu;~iilific;ii~oii, ;IIIIIL~~IC estos SC cstudiaroii dc forma no cuentitativo 
olxicrvaiiclo los pcrfilcs clcclroforflicos. 
PWI iutcrprctx los ca~nl~ios olwxwclos CI, I:I proporción dc CPM y Ac (medidos a 
travCs dc los c~iiihios cu DOl/g proa) IIC iiiiiiicr:i pwileln EI los cambios dc cxtrnctabiliclacl sc 
rcaliz6 tina coii~pmciini ciilrc los v:ilorcs ol~lcnitlos cn los dishi~os IoCcs cn cada fracciún. 
‘rnmbi6n SC compwmm los valores ob~cniclos cn las distinkis Fracciones cn cada lolc, paru 
potlcr cslucliar las rcI;~cioiics cntrc los cambios 0bscrvudos cn las clistintas fracciones. Dc esta 
m:mcra SC p~~cdc ol~~c~lcr i~ll’wnacii>n acerca tlc la nakuxlczu clc la proklna del agregado que 
110 SC pMl0 cs1rxT pw cl Il.al;llllicIlIo aplica1lo (1’3). 
4.4.1.- I’ATRON l~I.I~;~:‘I’l¿O1~O11.I1’l’ICO DE LAS ESI’ECIES ESTUDIADAS 
La cax~crimciím dc h AMN clc las tres cspccics cwdiadas por clcckoforcsis se llcv6 
(I cabo iIlIIlcdi;llillllcIlIc tlcspuCs dc su cs~roccih utiliz;mdo gclcs dc acrilamida al 12,5%. 
En gcncral CII cl pcri’il cIcc~roforCcico clc las tlctomiosinas proccdentcs dc las tres 
cspccics cstudii~das (figura 4:17.) SC pudo observar la prcscncia clc distinbs bandas 
corrcspondicntcs ii dctcrmiii:Ihs protcínns miofibrilares: 
Merluza 
2 
5 
Bacaladilla 
Figura 4.17.- krfil clcc~rofor6~ico (SDS-PAGE) de la actomiosina natd (AMN) 
aislada dc músculo fresco dc bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A). Identificación de 
picos y zonus CII apartuclo 4.4.1.. 
pico 3 - Cxlcn:~ pcs:~h clc nlid11:1 (CPM): l’MY95 kDa (Stcfaansso11 y Multin, 1994) 
La intcnsitlacl clcl pico tlc CPM cn bmladilla frcscn fue IIICIIOC cluc cn Ias otrdcspccics. 
7.011n 4 - Grupo clc proteínas dc clificil iclentificaci6n entre las que SC encuentran In C- 
proteína: 1~M~140 kDa y tr-xlininx PM”103 kDn (Scki, 1977, Stcfmsson y Hultin, 1994). 
pico 5 - Activa (Ac): I’M-45 kDa (Stcfansson y Hultin, 1994) 
zona 6 - Lris Iiaiitlas que q~:irccc~i ;I pesos ndxularcs infcriorcs a 45.000 dallon corrcspon- 
clcn a tropomiosina (PM-X.5 kIh, Stchnssw y Hultin, 1994), troponinns y caclcnas ligeras 
clc lu niiosina. 1711 cu:uiIo ;I Ias tropoiiiiias, rcsultn difícil localizar corrcclanicntc, y por tanto 
. 
iclcntificnr catln una dc CSI~S pro~cin~~s porc~uc sus pesos n~olcculurcs cstan mi~y próximos. 
Aclcni!ls, hoy un:\ grau \~;Iriahiliil;id cn cunnto al peso nlolcculer clc las niisnms clcpcnclic1~I0 
clcl niúsculo y clc Ia cslxcic (Skaw~ y Rcgcnstcin, 1990). La troponina T ticnc uu peso 
molecular aprosimoclo dc 37 klh, Iu troponhl C, cntrc 17 y 19 kDa y la troponinn 1 clc 20 
kDa (Scki, ‘1977). ‘ïc~mpoco pudieron iclcntificnrsc con claricl~cl las cachas ligeras clc miosinn 
(CLMs), las cuales ~icncn uy peso nwlcculnr que, dentro clcl rango comprcnclido entro 18 y 
25 kDa, clcpcudc dc I:I cspccic dc pcsc:~cIo (Skxua y Rcgcnstcin, 1990). 
En los pcrfilcs SC obscrvwn tambi6~i otros picos cuyos cambios cn las muestras 
cstraiclas a lo largo dc 1;~ co1iscrv;1ci611 fucrou oli~jcto clc cstuclio cn cl prcscnt~c tra&ijo. El pico 
1, COrrcSpontlc al pulllo dc ;~plicacióii dc lil mucstrcl. El pico 2 cOrrcspOndc 0 la Iinca Clc 
scparaci6n cntrc las zm;~s dc c~~ccII~~~Ic¡~~ y scperación clcl gel. Sc comprobó que estos picos 
prcscntahn una intcusidid míiihi cu;mclo la protcíiia arlalizacla cr;I frcscn. Por tanto, un 
sumcnto dc la htcnsitlatl dc CSIOS pìcos pondríil dc manifiesto la prcscncia agrcgaclos protcicos 
clc peso nlolccular supcriw Y , 270 klh (m!lsimo peso n~olccular cle les protcinas que pucdcn 
entrar ill gel). 
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4.4.X- ESTUDIO COh’1I’Al<A’l’I\‘~ DE LOS DISTIN’rOS LOTES (B, UF, M, A) EN 
CADA PRACCION k:S’I’I~AIDA (SI, S2 y S3) 
En cada una dc IX fracciones solubles oblcnidas del estudio dc solubilidad (Sl, S2 y 
S3) SC cstudiarou los canil~i»s cn la proporción dc las proteínas mayoritarias (miosina y actina) 
por mcciio dc In mctlida dc In in~c~xidxl rclativu (DOVg prot.) clc las bandas corrcspondicntcs 
r? la CPM y I:I Ac y los cambios no cunnlitntivos cn las otras prolcínns por medio do la 
obscrvûciún tlc los pcrfilcs clccrroforC~icos, 
4.4.2.1.- Cambios elcrlrofo’ol’~licos CII frncción SI (NaCI O,ú M) 
Los ccunbios ol~scrvados CII la proporcihl dc CPM cstrhh cu NaCI O,C>M (Sl), mcclidn 
por rncdio tlc la DOl/g prut. dc lo l~oiicla corrcspondicnlc, cslán rcprcscntados cii la figura 
4.18. El anAlisis cs~adis~ico SC I~ICSII’;I CII las ~nbla 4.1’1 n y b. En la figura 4,18. SC pucdc 
olxcrvar como 110 Iiubo rlifcrciicios significnlivas cnlrc filctcs y músculo picado dc bncalno. 
1-0 imís clcs~ncaclo dc los c:inilWi olxcrvnclos cii iuiilx~s lotes clc lx~a~lao 8 lo largo del ticrnpo 
fuc cl dcsccnso dclcclaclo a parlir dc lo scui~iiia 7.2 de coiiscrvación. 
Sc dclccl;uw ilifcrci~ci:~s significativas ciilrc loks clc músculo picado (tihla 4.11. b). 
Eu lxwlndillr~ SC olxcrví, u11;1 propurci61l dc CPM inferior a la dckcktdn en bacelao has~u la 
semana 22 c inferior ;I Iu LIC n~crlu~:~ tlurank ~ocla IÍI conscrveciún. Como ya SC ha indicado 
cn la clcscripcihl del pau~‘~~ clcc~rofor~~ico clc las ~rcs cspccics, la proporci6n dc CPM cn 
bacalaclilla fresca fuc menor que cii las oIr;is cspccics, lo cual sugicrc una mayor lal~iliclad dc 
la CPM CII CSU cspccic. 
En los hes clc n~úsculo picado dc ~ncrluza y bacalndilla se observó un descenso cn las 
primeras sc111u11as dc conscrvaci6n. Ell ambos Ioks cl dcsccnso fuc menos imporlantc que CI 
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Figura 4.18.- Evolución dc la densidad óptica integraüa (DOI) de la banda dc la 
cadena pesada dc miosina (CPM) (DOI/g prot.) dc ta actomiosina natural (AMN) cxtralda cn 
NaCI 0,G M (Sl). Filctcs clc bacalao (Br;) y músculo picado do bacalao (B), merluza (M) y 
bacaladilla (A) conservados en congclaci6n a -20°C 
Las barras vccticalcs indican cl intervalo dc confianza al 95%, La dc trazo fino 
corrcspondc al estudio en funci6n del graclo de integridad del músculo (lotes B y BI;) y la de 
trazo grueso corrcspondc’ al estudio cn función dc In cspccie (lotes B, M y A), 
--.-......._-.._.... -.- -.... -.--- .-..- 11_1_ ~E.%J~..ï‘,lI)OS Y ~ISCUSIQN 
observado cn IOS I0ICs dc lXlcala0. EStc SC <IctCctú Cl1 nlcrluza en las prinleras 14 ~eulanas y 
cn bacaladilla cu las 5 primeras scmimils de conserv~$5n. En ambos lotes no lml~o cambios 
significativos postcriorcs. Esto contrasta cou lo oLxcrveclo cn músculo picado do bacalao, 
donde, como ya SC 1x1 intlicxlo, cl dcscc~~so observado continuó a lo largo dc la conservación 
hasta alcanzar v;~Ic~rcs similxcs 3 los dc bacnlaclilla cn cl último control. 
El dcscc~~~~ CII Ia proporcibn dc CPM observado cn todos los lotes coincide con los 
rcsultndos obtcniclos por clivcrs«s autores cn distintas cspccics dc gádidos durante la 
conscrvncih CII co11gclxi61~ (Dinglc y Hincs, ‘1975; Matthvs y col., 1980; Laird y Mackic, 
1,981; Lien y lk~artl, I WI; Owusu-Ans:~h y Hultin, 198G; LcBlmc y LcBhc, 1989; 
Ragnnrsson y Rcgc~~s~cin, I 9X9; I-luidolxo y Tcjaclu, :l995). 
. 
Los cmnl~ic~s CII propchhl clc miosinn cn la AMN cxtroídn cn solucih salina a lo largo 
dc la conscrvncií,n fucrcm distintos cn c;id;i cspccic y no tlcpc11clicro1i del grado dc integridad. 
Tampoco dcpcnclicrcm dc la cinéticu dc egrcgacih, yi1 yuc esta fuc similar cn mcrluzu y 
biicalaclillu, cnc01itrii1id0sc c11 lxicaladilla mcwr proporcidn inicial de micha y mayores 
cambios cn cstu a lo largo dc I;I ccmscrvacic’m. Estos cambios CII proporci6n dc CPM CII los 
extractos dc AMN chscrvados :I lo largo dc la conservación podrhn influir solxc las distintas 
clcterininacioncs que SC IIcw~rcm ;I cabo cn estos. 
Si tcncmos c11 cuc111;1 los valores clc cstractabilitlacl CII NnCI 0,GM (figuras 4.13. a 
4.16.), la cantidad to1:11 LIC CPM cxtraíth dcsccndi6”cn todos los lotes. Este dcsce~~so fuc 
superior CII 1iiúscul0 picaclo dc lxicnlao qiic CII las otras cspccics. En cslc lotc sc observó una 
cantidad final dc miosin~~ inîcrior ;I las otras cspccics au11 cuando SC partió dc unu cantidad 
superior. Los n~c~~c~rcs aml~ic~s CII c:mticlatl dc miosiua extraída cn NaCI 0,G M SC observaron 
cn merluza. Eu Ix~cala~lilla SC olxcrv6 In menor cantidad inicial de miosina aislada CII Sl. 
Por otro lacio, cl picado del músculc~ prc~vc~c6 LIII mayor dcsccnso CII la cantidad total clc CPM 
en cliclia fracci6u ;I lo largo dc la conscrviici6n. 
9.5 
Los cnml~ios cilxmvc~lc~s cn la proporci6n dc Ac cxtraida cn NaCI O,C>M (Sl), medida 
por medio dc la DOI/g prot. clc Ia lx~nch corrcspc~~~iicnte, csth rcprcscntndos cn la figura 
4.19. En lJacala0 IlUlX~ clircrcllcias siglliîicnti\‘ns cntrc los lotes filetes y múscul0 picudo n 
partir de la scmunu 36 dc conscrvncih (tabla 4.1,. 7 a), prcscntando los filetes valores 
supcriorcs. En ninguno clc los dos IOICS dc bnc;~lao SC observó una tcndcncia sostenida durante 
cl allllaccnalllicntc~. 
Las difcrcncias ciitrc los tres lotes LIC 1núscul0 picado fueron siguificativas 
(tabla 4.12. b), ~I.CSCIII:IIICIO la mcrluzo los v:~Iorcs mlis clcvoclos. En clicl~o lotc hubo un ligero 
dcscc~iso a lo largo dc la ~onscr\aci611 micntrus que c11 I~act~lnclilla no Sc obscrveron 
difcrcncios siguilicotiws co11 cl ticmpo. 
Dados los vuIorcs dc propurci6u clc Ac cii los extractos CII soluci6n salina, In caiit~idad 
total dc Ac cxtrnítla cu la frtwihi Si tlcscc1icli6 CII todos los Iotcs, yu que cn cstos sc observó 
un dcsccns0 de la c;uiticlad dc protcíno extraída íl lo largo de la conservación (figura 4.6.). Sin 
cmbargo, cstc dcsccnsc~ fuc 111cn0s cvirlcntc cluc cl obscrvndo en cantidncl total dc miosina, ya 
que la proporcih dc CSI;I protchl cn los cxtmctos snlinos disminuy6 dc mancm mucho ni& 
importante. La mayor cstal~iliclacl clc I:I Ac frcntc ik In miosina duruntc la couscrvilCi6n cn 
congelnciún lia siclo indic;idi~ por otros outorcs (Com~cll, 1960 a y 1); Kim y col, 1984; 
Owusu-Ansall y I4ullin, IOM; IXcRhllC y I~t~l:lnc, ‘1989). 
Consitlcrwclo los cnml~ios ohcrvaclos cn cxtrac(übiliclacl dc AMN (figuras 4.6.) y CII 
proporción clc CPM y Ac CII los cstractos (figuras 4.18. y 4.19.), SC podria inferir que existen 
difcrcncias cu cu:mtu al n1cc~1nismc~ clc agrcgacih cntrc las tres cspccies. En I>x~II~o y 
bacalaclilln parca que la miosin;~ cst,íl mfis implicada cn la agrcgacibn que en merluza y¿t que, 
â valores similares dc cstrt~ct:~l~iliclatl, obscrvndos cn les ctapas îinalcs dc ta conscrvnción, esta 
especie prcscnt6 mayor proporción dc CPM cn los extractos, lo cual implica menor propoción 
dc la misma CII cl ngrcgado. 
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Figura 1..19.- I3olucióa dc la dc&latl clptica intcgracla (DOI) dc la banda dc la ¿Xtha 
(AC) (DOVg prot.) clc la actomiosinn nntural @MN) extraida CII NaCI 0,G M (Sl). Filetes dc 
bacalao (BI;) y músculo picado dc bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) conservados CI) 
congelación a -20°C. 
Las barras vcrticalcs indican cl intervalo dc confianza al 95%. La de trazo fino 
corrcspondc al estudio GII función dcl grado dc integridad del músculo (lotes B y BI;> Y la de 
trazo grueso corresponde al estudio cn función dc la especie (lotes B, M y A). 
TIEMPO GIM TIEMPO x GIM 
AC *** 
** ** 
Tabla 4.12. a - Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la dcrlskhd 
óptica integrada (DOI)/g prot de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis dc h 
actomiosina natural (AMN) aislada en NaCl 0,G M (Sl) de músculo picado y filctcs dc 
bacalao (B y BF respectivamente) en función del grado de integridad del músculo (GIM) y 
del tiempo de conservación en estado congelado s 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE 
Ac *** *** xx* 
Tabla 4.12. b -Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la DOI/g pr01. 
de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) 
aislada en NaCl O,G M (Sl) de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) 
en función de la especie y del tiempo de conservación en estado congelado 
TIEMPO X GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y cl grado de integridad del músculo. 
TIEMPO X ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie, 
*** = Efecto significativo a P<O.OOí 
** = Efecto significativo a P<O.O~ 
* = Efecto significativo a P<O.OS 
- = Efecto no significativo 
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En las figuras 4.20. y 4.7’1. sc pucclcu ohwvnr los cambios cn los pcrfilcs elcctr&& 
ticos dc la prolcína cslraicla cit lits fracciones Sl por cfccto dc la conservación cii congelación 
cn los distintos IOICS. En ~ntísculo picxlo dc bocaloo (figure 4.20., B), aclend~s do lo descrito 
cn las bandas dc CPM y Ac, SC obsc1~6 un cluro aumc~~to dc la proporción dc las bandas cn 
la zonu G (TM y 'I-NS), cn Iu scnl;~n:t 6 2. EsCc :tunml« ha sido dcscrilo por Lnird y Mackic 
(1981) cn músculo picudo dc l~ic:tlao il -1,Z”C dur’anlc 1.8 mscs y por LcDlauc y L,cIìLmc 
(1989) cii filclcs dc hc;~lao conscrwdo ;t vnrius Icnipcrnlurx y Sc explica por la distnittuciótt 
en la proporcih dc CPM cn rclucibn a la disminución dc la proporci6tt dc las ohas. Sin 
cnhnrgo, cii cl Iolc dc films dc I~~aluo (figura 4.20., BF) iio Sc observaron cambios cn 
dichas lmdas. ESIO cs tlcl~ido ~)~ol~oltlc~nc~~~c ;I que la proporcicitt dc Ac fuc sttpcrior ctt filctcs 
que cn 1míscul0 pic;~tlo ;II rid dc I:I cottscrvaci6~~ (figuru 4.19.). ES~I mayor proporción dc 
Ac podría con~r;trrcst;w cl dcscc~~su cu CPM. 
En c~~nl~ts Ioks clc I~~calao, Ia inlctisidad dcl pico 1 obscrvaclo al principio dc la 
conscrvaci6n indico la prcscnch dc agregados formados por cnlaccs covalcntcs no S-S cn los 
cxlractos sülitt~s. Esca inlc~~sidatl disininuyc oI final clc la conscrvnción. La caustt clc cskt 
disminución csh’t prol,ablclitcll~c cu que los agrcg~los formados cn las ctapas finales dc la 
conscrvacidn so~t dcm~i~tdu ~r~~ndcs para ser cswaídos cu le fracción Sl. 
En mcrluzt (figura 4.21., M) SC observó un ligero incrcmcttlo cn Ia proporci6n dc las 
prolcínus dc peso mlccuhr it~fcrior ul dc IU Ac (‘TM y TNs). El pico 1 prcscntd unn alta 
inlcmidacl, pottic~tdo dc ma~tifics~o Iu l~rcscttci:~ de una gran proporci6n dc agregados formados 
por cnlaccs covalcn~cs IIO S-S cs~r~~itlos CN SI clcsdc cl principio clc la conscrvacibn ctt cstc 
lotc. 
En b;tcalndilla (figura 4.21., A) SC obscrvú que cl dcsccnso ya inclicado cn la 
proporción dc CPM (pico 3) fuc acotnpat%tdo dc un incrcmcnto ctt la banda correspottdicntc 
a la Lropomiositta (%OIKI 6, pico a). En la ZO~I de aplicación dc la muestra SC dctcctó la 
presencia dc agregados (pico ‘l), cuyu proporción disminuy6 al final dc la cottscrvación, 
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probuùlcmcntc tlcbido 3 w, :n~lllc1110 cl1 Cl pCS0 llh.Clll¿lC dc IOS mismos a lo largo &J ticIllp0 
dc conscrvaci6n, como SC olxxrvú CII bucalno (figura 4.20.). 
d 
Al igual que lo ol~crvxlo c11 cl prcscntc estudio, ~nuchos autores han detectado la 
aparici6n dc ugrcgxlos CI, los cstrmos tlc AMN cn soluciones salinas por cfccto dc La 
conservación cn co11gclaci611 CII diwws cspccics dc gadiformes (Ragnnrsson y Rcgcnstcin, 
1989). Ohos autores han cncwtrxlo odcn& una disminución dc la proporcih de CPM 
parnlcla a lo formacih dc ogrcg:~los (Mullhcws y col., 1979; Owusu-Ansah y Hultin, 198ú). 
Esto indica que parte dc la prolcino ngrcgndn por cnlnccs covalcntcs se cxtrac en SI. 
En gc~vx~l, cl csIudi» dc los pufilcs clcccroîor6licos dc le fracci6n Sl indica que la 
TM prcscnt6 gran cs~ol~ilid:~tl ;I I:I conscrvnci(>n cu congclncidn rcspccl~o a las otras protchas. 
. 
Esto coiucidc con lo oIxxrv;~do por OIWS uutorcs (LArtI y Mackie, 11981; LcBlanc y L.cBlt~nc~ 
1989). 
4.4.2.2.- Cnnlbios clectrolbr~h~s CII l’rncci611 S2 (SDS 2%) 
1.m ca~nl~ios olxcrvodos CII la prop«rci(in dc CPM cx~raida cn SDS 2% (S2), medida. 
por meclio dc 12 DOl/g prot. dc la l~aiitln corrcsponclicntc, csth rcprcscntntlos cii la Eigura 
4.22. Los rcsuIhdos ticl cs~udio cslxlis~ico cst411 recogidos CII la ~ablns 4.13. u y b No SC 
dctcctaron tlifcrcnck~s significativas cntrc los lotes clc músculo picado y filctcs dc bacnlao 
(tnbh 4.1.3. LI). No SC olxcrv6 UXI tcmlcuci;~ dctcrmiuacla en ninguno dc los dos lotes u lo 
largo dcl ticinpo. 
La proporcih LIC CPM cslrairln COII SDS 2% prcscntó valores muy superiores CII 
nicrluza que c11 lxxalaclill;~. hnquc no SC puclo rculizar comparación cstacllstica entre los tres 
lotes dc uxísculo picado, yu que CII lmxlao SC dctcct6 S2 cn etapas mrls avanzadas do la 
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Figura 4.22.- Evol11ci6n dc la clcnsiclacl áptica integrada (DOI) de la banda de Ia 
cadena pesada dc miosine (CPM) (DOI& prot.) dc la protcha cxtrakla en SDS 2% (S2). 
Filetes dc bncalao (UF) y músculo picado dc bacalao (l3), nwluza (M) y bacalndilla (A) 
COEmvaclos cn congclaci6n a -20°C. 
Las barras vcrticalcs iudicau cl intervalo de condanza al 9.5%. La. dc trmo fino 
corresponde al estudio CU función del grado de integridad del músculo (IOICS B y BI;) y la dc 
trazo grueso corresponde al estudio cn funcih dc la especie (lotes B, M y A). 
TIEMPO GIM TIEMPO x GIM 
CPM *** * 
Tabla 4.13, a - Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad 
óptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de la cadena pesada de la miosina (CPM) obtcnidn 
de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (SZ) de músculo 
picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente) en función del grado de integridad del 
músculo (GIM) y del tiempo de conservación en estado congelado 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE 
CPM *** x** *** 
Tabla 4.13. b - Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad 
óptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de la cadena pesada de la miosina (CPM) obtenida 
de las eiectroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (S2) de músculo 
picado y filetes de bacalao (B y BF respectivamente), merluza (M) y bacaladilla (A) cn 
función de la especie y del tiempo de conservacih en estado congelado 
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo. 
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie. 
*** = Efecto significativo a P<O.OOl 
** = Efecto significativo a PcO.01 
* = Efecto significativo a P<O.OS 
- = Efecto no significativo 
---_.. -- I .___.,I..._. --__--. hXJ~T,lfXX 1’ I)LSCUSIoN 
I 
c0nscrvnci60, cn esta cSpcCic SC obSC1’\~nr0n ValOrcS interincdios a los observados CI, u]crluz;7 
y hcaladilln. En nwluzo no SC ohwwrou cnmbios significativos a lo largo del ticlilpo. En 
,., 
bwzelaclilla hubo un tlcsccnso significativo cn la scmnna 8, pcrmancciendo constante a 
continuack~n. 
Los caml~ios ol~~rvados cn Ia proporci6u dc Ac cstraícla cn SDS 2% (SZ), mcclidn par 
medio dc IÍI DOVg pr01. dc Ia I~~ndn corrcspondicntc, csth rcprcsentados en la figura 4.23. 
Los resultados del csturlio cst:\dístico cstcín rccogiclos cn las tablas 4.14. n y 11. No SC 
observaron clifcrcncias signific~~tivos CIIII’C ~~~t’~sculo picado y filctcs dc bncalao (td$a 4.14. ~1). 
El cfccto clcl tiempo Tuc poco significativo cn filctcs, clctcct&idosc un aumento c0 cl lhnitc 
clc signiîicelivitli~~l cii la scm;mi~ 40. 1~1~ nitísculo picnclo no hubo cunibios significativos a lo 
largo tlcl tiempo. Aunque no SC rcaliz6 compmucibn estadística (por no dctcctarsc S2 cn 
bnwlno hasta In scni;imI 30), los \*aIorcs clc IwAao fueron similares 0 los clc bacalnclilln. En 
estas dos cspccics I;I proporci6ii dc Ac fuc sigliificativ~lniclitc superior (tabla 4.14. b) n la 
obscrvacln cii ~iicrluz;~. Esto cs I6gic0, ya que Iii proporcih clc miosiua cm cstns fuc menor. 
En nicrluzn no Iiul~o cambios sig~iificotivos ii lo hrgo del licmpo y cn bacnlaclilla SC obscrvá 
1111 tlcsccllso CII kl scIll;IIl;I ti LIC l!ollscrvnci6n. 
Si sc ticncu cii cucntn quc I:I proporci6n dc la fracci60 52 rcspcclo al ngrcgndo PI baja 
cn toclos los Iotcs ;I lo largo ilc la conscrwci6u (figuras 4.13. a 4X.), los resultados del 
prcscntc cs~udio clcctroror6tico indicon que las cantidades clc CPM y Ac cxtrafdas clc 1OOg clc 
Pl, sobre todo la dc CPM, clisminuycr0u cn todos los lotes a lo largo clc la conscrvtlción. Par 
tanto SC podría inferir que LI III~~¡CI;I que NIIIICIIM cl tiempo de cunscwaci6n aumente la 
proporci6n clc MHCY y Ac C~IIC SC agrego k~~~~~~II~tlO cnli~ccs covalentes. Esto CS especialmcntc 
notable cn l~acalatlilla, doiidc oclcnitis dc obscrvwsc iuu disminuci6n irnportantc clel porccntajc 
dc protcina cxtruída cn SDS 2% (figura 4.13.), SC dctcct6 un dcsccnso dc la proporción dc 
CPM y AC cn dicha frucci6n (figuras 4.22. y 4.23.). 
SDS-PAGE, ACTINA (Ac) 
SZ(SDS 2%) 
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Figura 4.23.- Evolución dc la tlcnsidod óptica integrada (DOI) dc la banda clc la actina 
(AC) (DO& prot.) dc la protcinn cxtroída cn SDS 2% (S2). Filetes de bacalao (BF) y m6~cul0 
picado de bacaleo (B), merluza (M) y bacalatlilla (A) conservados cn congelaci~ón a -2OT. 
Las barras vcrticalcs indican el intervalo dc confianza al 95%. La dc trazo fino 
corresponde al estudio cn función del grado dc integridad del músculo (lotes B y 
trazo gnkso corrcsponclc al cstuclio cn función cle la cspccic (lotes B, M y A), 
BF) y la de 
TIEMPO 
Id 
GIM TIEMPO x GIM 
AC * 
Tabla 4.14. a - Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad 
óptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de Ia 
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (SZ) de músculo picado y filetes de bacalao 
(B y BF respectivamente) en función del grado de integridad del músculo (GIM) y del tiempo 
de conservación en estado congelado 
. 
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE 
AC * *** x*x 
Tabla 4.14. b - Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad 
óptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de actina (Ac) obtenida de. las electroforesis dc la 
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% (SZ) de músculo picado de bacalao (B), 
merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la especie y del tiempo de conservación en estado 
congelado 
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo. 
TIEMPO x ESPECIE = Interacción cntre el efecto del tiempo y de la especie. 
*** = Efecto significativo a PcO.001 
** = Efecto significativo a P<O.Ol 
* = Efecto significativo a PcO.05 
- = Efecto no significativo 

0 Semanas 
49 Semanas 
M A 
Figura 4.2.5.- Perfiles electroforéticos (SDS-PACE) de la proteína extraída en 2% SDS (S2) en las semanas 0 y 49 de conservación en 
congelación a -20°C. M y A: lotes de músculo picado de merluza y bacaladilla respectivamente. Identificación de picos y zonas en el apartado 
4.1.1. 
JMSIn.TÁDOS Y D¡scngo,v
Perfiles electrof~j4tj~~~
En las figura 4.24. se pueden observar los perfiles elcctrofor6ticos correspodientes a
la fraccion S2 obtenida en semana 49 dc conservación en los lotes de músculo picado y filetcs
de bacalao (B y 131? respectivamente). Los perfiles observados en los demás controles en estos
lotes fueron similares. En la figura ‘1.25 .se muestran los perfiles eleetrofor~ticos de la proteína
extraída en la fracción 82 en los lotes dc merluza (M) y bacaladilla (A) a las O y 49 semanas
cíe conservación en congelación
Como ya sc ha i ud cado, no sc observaron cambios cii bacalao a lo largo dcl tiempo.
En bacaladíl La no sc Olise rvaron cambios importantes a lo hugo del tiempo. En merluza se
observé un aumento en la intensidad del pico 1 a las 49 seníarias cíe conservación, lo cual
indica la presencia de agregados formados por en laces covalentes no S—S.
En todos los lotes sc detectó la presencia dc agregados que no entraron en el gel (pico
1). Los enlaces izuIerímMe¡cos que dieron lugar a la formación de estos agregados proteicos
serían presumiblemenie cuvalentes no S—S. Esto coincide con lo observado por Lim y l-laard
(1984), quienes dcbeci¿iron tina banda de PM elevado cii Las eleetroforesis de los sobrenedantes
obtenidos al tratar con 4% 81)8 el agregado insoluble en soluciones salinas formado durante
la conservación a —J (WC durante 4 meses tic músculo picado tic eglefino. Dichos autores
atribuyeron esta banda a ¡ a presencia de agregados covalentes en la fracción soluble ca SDS.
También Matthews y col. (1979) observaron la aparición de esta banda en la fracción obtenida
al extraer Con 4% 81)3 ni úseu lo piCLld() de bacalao conservado a —70C durante 85 días,
4.4.2.3.— CambIos clectroforétleos en la fracción S3 (SDS 2% + 6—ME 5%)
~
En la figura 4.26. se pueden observar los cambios cii la proporción dc CPM extraída
loo
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Figura 4.26.— Evolución de la densidad óptica integrada (DOL) do la banda de la
cadena pesada de miosina (CPM) (DOI/g prot.) do la proteína extraída en SDS 2% + frMB
5% (S3). Filetes dc bacalao (BE) y de músculo picado de bacalao (13), merluza (Nl) y
bacaladilla (A) conservados en congelación a —200C.
Las barras verticales indican cl intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en función del grado de integridad del músculo (lotes 13 y DF) y la de
trazo grueso correspondo al estudio en función de la especie (lotes 13, M y A).
0 10 20 30 40 50 60
TIEMPO SIM TIEMPO x SIM
0131 *
Tabla 4.15. a — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
óptica integrada (DOI)/g prot, de la banda de la cadena pesada dc la nijosina (CPM) obtenida
de las electroforesis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 6—ME 5% (S3)
de músculo picado y filetes dc bacalao (13 y BF respectivamente) en función del grado de
integridad del músculo (GIM) y dcl tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO ESPECIE TIEMPO ,c ESPECIE
CPM *** ***
Tabla 4.15. b — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas dc la densidad
óptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de la cadena pesada de la iniosina (CPM) obtenida
de las electrofor&sis de la actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 6—ME 5% (S3)
de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la especie y
del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo.
TIEMPO x ESPECIE = [nteracciónentre el efecto del tiempo y de la especie.
= Efecto significativo a P<O.0O1
** — Efecto significativo a PcO.O1
* — Efecto significativo a P’cO.05
— Efecto no significativo
¡?EsuLtn4 nos rDhscuvon
en la fracción 83, medidos a traves (leí valor de DOI¡g prat, Los resultados del análisis
estadístico correspondiente se pueden observar en las tablas 4.15. a y b. En los lotes de filetes
y músculo picado de bacalao no hubo cambios significativos a lo [argo del tiempo, No se
encontraron diferencias significativas entre ambos lotes de esta especie (figura 4.26. y tabla
4.15. b).
El Lote tic músculo picado dc merluza presentó valores muy superiores al de
bacaladilla. En dicho lote, ¿tu nque a lo largo del 1 lenípo se detectaron cambios significativos
(tabla 4.15. b), eslos oscí la ron skm píe dentro dc u o rango concreto sin que se observara una
tendencia definida. Si u embargo, en h¿waladi lía hubo un claro descenso durante las primeras
cinco semanas de conservación.
Teniendo en cuenta el porceniaje respecto a PI (agregado no extraído en NaCí 0,6 M)
dc proteína extraída cii 81)5 2% 6 ME 5% (fracción 83, figuras 4.13. a 4.16.), los
resu luidos 1 nd kan que los cmii bios en caíd idad de CPM extraída cíe iOOg de PI en la fracción
83 a lo largo dcl lienípo tic conservación dependieron dc la especie estudiada. En músculo
picado de bacalao y merluza sc observé un aumento que sugiere una aumento de la
participación dc la CPM en la formación de enlaces 8—8. En bacaladilla se detecté un
descenso, aunque no sc puede inferir nada acerca de cambios en la participación de la CPM
en enlaces 8—8, ya que el incremento en la formación cíe enlaces covalentes no 8—8 observado
pucia haber enmascarar estos cambios (figura 4.i6~). En filetes cíe bacalao no hubo cambios
a 1<) largo dc la conservación en cuanlo a pan icipación dc la CPM en enlaces 8—8.
£anabn&sitlalu.udtdcsic.í inaSAc)
Los cambios en proporción tic la Ac extraída en la fracción 83, medidos a través dcl
valor cíe DOI/g ¡rot. se muestran cii la figura 4.27. Los resultados del análisis estadístico
correspondiente sc recogen cii las tablas 4.16. a y U. No se encontraron diferencias entre lotes
de músculo picado y filetes de bacalao (tabla 4.16. a). En filetes no se observaron cambios
a lo largo del tiempo mientras que en músculo picado hubo un ligero aumento en el control
101
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Figura 4.27.— Evolución de la densidad óptica integrada (001) de la banda de la actina
(DOI/g prot.) de la proteína extraída en SOS 2% + e—ME 5% (S3). Filetes de bacalao
y de músculo picado de bacalao (13)> merluza (M) y bacaladilla (A) conservados en
La de trazo fino
(Ac)
(BF)
congelación a —200C.
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%.
corresponde al estudio en función del grado dc integridad del músculo (lotes 13 y DF) y la de
trazo grueso al estudio en función de la especie (lotes 13, M y A).
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TIEMPO SIM TIEMPO x SIM
Aa *** ** **
Tabla 4.16. a — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
óptica integrada (DOI)/g prot. de la banda de actina ~Ac) obtenida de las electroforesis de la
actomiosina natural ~AMN)aislada en SDS 2% + 6—ME 5% (83) de músculo picado y filetes
de bacalao (13 y BF respectivamente) en función del grado de integridad del músculo (OIM)
y del tiempo de conservación cii estado congelado
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Aa *** ***
Tabla 4.16. b — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
óptica integrada (DOI)/g prol. de la banda de actina (Ac) obtenida de las electroforesis de la
actomiosina natural (AMN) aislada en SDS 2% + 6—ME 5% (83) de músculo picado y filetes
de bacalao (E y BF respectivamente), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la especie
y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie.
= Efecto significativo a EcOGOl
** = Efecto significativo a P<O.0l
* = Efecto significativo a P.cO.05
— = Efecto no significativo
RESULTADOS Y D¡scus¡o,v
final.
No se observaron diferencias significativas en cuanto a proporción de Ac en la fracción
83 entre los lotes de músculo picado de merluza y bacaladilla (tabla 4.16. b), En ninguno de
los dos lotes se observó una tendencia definida a lo largo del tiempo.
Teniendo en cuenta el porcentaje respecto a Pi (agTegado no extraído en NaCí 0,6 1v!)
de proteína extraída cii SDS 2% + 6—ME 5% (fracción 83, figuras 4.13. a 4.16), los
resultados indican que en músculo picado de bacalao y merluza hubo un aumento en la
cantidad de Ac extraída cíe lOOg de Pl en esta fracción a lo largo del tiempo de conservacióti~
Sin embargo, no hubo cambios cii los demás lotes.
En general, los resultados sugieren que en filetes de bacalao la implicación de la Ac
y CPM en la formación de enlaces 5—8 en el agregado permaneció constante al aumentar el
tiempo de conservación, mientras que en músculo picado de la misma especie se produjo un
aumento, especialmente dc la CPM. Este aumento fue detectado también en merluza, aunque
la intensidad del niisnio pudo ser mayor que la observada, debido al aumento en la fornicalón
de enlaces covalentes (figura 4.15.). Por este mismo motivo, en bacaladilla no se pudo inferir
nada acerca de los cambios en la participación de estas proteínas cii las uniones 8—8 a lo largo
de la conservación (figura 4.16.).
Perfiles electroloréticos
En las figura 4.28. se pueden observar los perfiles electroforéticos correspodientes a
la fraecion 53 obtenida en semana 49 dc conservación en los lotes de músculo picado y filetes
de bacalao (B y BE respectivamente). Los perfiles observados en los demás controles en estos
lotes fueron similares. En la figura 4.29. se representan los perfiles electroforéticos de la
proteína extraída en 83 en los lotes de merluza (M) y bacaladilla (A) a las 5 y 49 semanas
de conservación en congelación.
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RESULTADOS Y DiscusioN
Como ya se ha indicado, en bacalao no sc observaron cambios a lo largo del tiempo.
En merluza tampoco se observaron cambios importantes a lo largo del tiempo. En bacaladilía
se detectaron inicialmente agregados que no entraron en’t gel (pico 1) y que si entraron,
observándose en cl stacking gel (pico x). Al igual que sucedió en Si en esta misma especie,
al final de la conservación (semana 49) el pico 1 disminuyó. Tampoco se observó al final de
la conservación la presencia de agregados en el gel de concentración, lo cual podría deberse
al aumento del tamall() cíe los mismos. Estos resultados son similares a los encontrados por
Lirn y Flaard (1984), quienes observaron la piesencia de una banda de PM elevado al tratar
con SDS 4% + 6—ME 5% el agregado insoluble en sal obtenido durante la conservación a —
100C de músculo picado de eglefino. Dichos autores atribuyeron esta banda a la presencia de
agregados covalentes en la fracción soluble cii SDS 4% + 6—MB 5%. También Matthews y
col. (1979) observaron la aparición de esta banda en la fracción obtenida al extraer con SDS
4% + 6—ME 5% músculo picado de bacalao conservad6a —70C durante 85 días.
4.4.3.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DISTINTAS FRACCIONES (Si, S2, 53)
EXTRAIDAS EN CADA LOTE (B, BF, M, A)
Para complcmcniar los resultados obtenidos en el estudio de solubilidad se quiso
estudiar la implicación dc las proteínas miofibrilares mayoritarias (CPM y Ae) en los enlaces
covalentes no 8—8 c¡uc participan en la agregación. Para ello se compararon en cada lote, los
valores dc DOI/g prot. dc la CPM y Ac extraídas en los distintos sobrenadantes a lo largo de
la conservación.
Cambios en la DO! de los picos dc CPN4 y Ac en Los Densitogramas de proteinas extraídas
de Bacalao (filetes y músculo picado
)
En las figuras 4.30. sc representa la proporción de CPM y Ac, medida a través de los
valores de DOI/g prot., en las fracciones Sl, 82 y 83 extraídas de músculo picado y filetes
de bacalao respectivamente. El estudio estadístico mostré que los valores fueron significativa—
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mente superiores en las tracciones 82 y 83 (tablas 4.17. y 4.18.). Esta diferencia se puede
explicar por la riqueza en (2PM y Ac del agregado Pl. Sin embargo, la proporción cte CPM
y Ae en 82 y 83 fueron inlcriordg al valor inicial de St, lo cual indica que parte de las CPM
y Ac quedaron enrníuecienclo al agregado P3 o bien no se cuantificaron porque formaron parte
de agregados de naturaleza covalente no S—S solubilizados en las distintas fracciones. Estos
agregados se han observado en los perfiles eleclrofordtieos en las fracciones 82. y S3.
Además, en musculo picado y filetes la proporción cte CPM tendió a disminuir en Si
y 82 respectivamente cii la semana ‘19. Esto sugiere un enriquecimiento en CPM de Pl en
músculo picado y dc 1>2 en filetes al aumentar el tiempo de conservación, por lo que cabria
esperar un mí menlo ile la proporción Lic CI’M extraída en las fracciones 52 o 83 a lo largo dcl
mismo período dcli e iii po. Sin embargo los va lores se mantienen constantes, por lo que se
podría inferir cítie Cii :iiiibos lotes de bacalao tuvo lugar un aum cuto de la proporción de CPM
cíne part 1 cípa CH la Iorinac ¡00 ile agregados coval entes no 8—8.
CnnM=iossnú&DQItl~1us.g,ku.sWe CP~i~LA<~sILlosÁXnsbngranIt~pmkina&nx1Íaklna
~Lmúa~ulo..pkt¡&iodo ¡nou1uau~y1n~mbdilla
En las fií~ura 4.31. sc comparan los datos de DOlIg prot. cíe CPM y Ac respectivamen-
te en las tres fracciones (Sí, 82 y 83) obienidas de músculo picado de merluza «vi) y
bacaladilla (A). 1 ~is tablas ‘1. 19. y ‘1.20. mues (rau> el análisis estadístico correspondiente a
ambos lotes. En mcrluza, los valores cíe 1)01 dc CPM obtenidos en Si fueron generalmente
inferiores a los oblenidos en 82 y 83 (excepto en la semana 5, donde fueron similares). Al
igual que cii bucal ao esí o ini’ icaria u íía mayor concentración de CPM en P3. Además, la
proporción cíe (2PM [tic disminuyendo, mientras que en 82 y 83 se mantuvo constante, con
lo que las diferencias entre Sí y 82 o 83 aumentaron. Esto pudo deberse a que parte de la
CI’M no se cuantificó debido a su implicación en enlaces covalentes no 8—5 que fueron
extraídos en las distinías fracciones o bien a que cíuedó en mayor propoción en el agregado
P3.
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TIEMPO SOJ3RENADANTE TIEMPO x S
CPM
Aa *
Tabla 4.17. — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas (le la densidad
óptica integrada (DO~Ig prot. de las bandas cíe la ca(lena pesada de la miosina (CPM) y actina
~Ac) obtenidas dc las cleetroforesis dc la actonijosina natural (AJvIN) aislada en los
sobrenadantes Si (NaCí 0,6 NO, 82 (81)8 2%) y 83 (SDS 2% + &-ME 5%) dc músculo
picado de bacalao (B) en función del sobrenadante (8) y del tiempo de conservación en estado
congelado
TIEMPO SOBRENADANTE TIEMPO x 5
CPM *** *** **
Aa *** *** **
Tabla 418. — Análisis de la vauianza corrosínndiente a las medidas de la densidad
óptica integrada (DOI)/g prot. de las bandas dc la cadena pesada de la miosina (CPM) y actina
(Ae) obtenidas de las elcetroforesis de la actomiosina natiural ~AMN)aislada en los
sobrenadantes Si (NaCí 0,6 NO, 82 (51)8 2%) y 53 (SDS 2% + 6—ME 5%) dc filetes de
bacalao (BF) en función del sobrenadante (8) y del tiempo de conservación en estado
congelado
TIEMPO x 8 = Interacción entre el efecto del tiempo y el sobrenadante
= Efecto significativo a P<O.00i
** = Efecto significativo a P<0.O1
* = Efecto significativo a P<0.O5
— = Efecto no significativo
RESULTADOS Y DÍSCUVION
En cuanto a la DOI/g prot. de la Ac, se observaron diferencias entre significativas entre
St Y 82 durante las primeras 22 semanas de conservación, siendo los valores de 82 inferiores.
83 presentó valores intermedios. Al final de la conservación los valores en las tres fracciones
se igualaron al descender los (le Si. Este descenso implica un enriquecimiento en Ac de Pl.
Al no extrerse en 82 o 83 esta Ac “en exceso’ en Pl, se puede inferir que esta quedó sin
cuantificar por pasar a formar agregados covalentes no 8—8 extraídos en las distintas
fracciones o bien no pudo ser extraída y quedó enriqueciendo agregado P3.
Por tanto, en merluza la (2PM y Ac no pudieron ser extrafdas en 82 y 83 en la misma
concentración cii que se encontraban agregadas en Pl, quedando así el precipitado P3
enriquecido en las ni ismas y mayormente en CPM. Además, esta mayor implicación de la
CPM y Ae en enlaces covtuicntcs se fue acentuando con el tiempo.
En el caso dc la bacaladilla (figura 4.31., A) se observó una tendencia a la disminución
en DOI/g prol. de CPM similar en los tres sobrenadantes, Esto quiere decir que en esta
especie, al igual que en los otros lotes, P3 tiene mayor concentración dc CPM. Además, se
produjo un enriqtueciníicnlo dc P3 en CPM que fue más importante que en las otras especies,
por que en este lote la [)Ol/g puot. de CPM en 82 y 83 no sólo no aumenta sino que
disminuye a lo largo dc la conservación, Eui la misma figura (4.31., A) se puede ver que los
valores de DOI de Ac cíe 82 frieron significativamente superiores a los observados en St y
83, aunque no sc produjo un enriquecimiento en Ac del Pl, ya que la DOI/g prot. de Si no
cambió, Esto indic&que en bacaladilla la Ae es niés susceptible de ser extraída del agregado
con 81)8 2% que en las otras especies. Por tanto en este caso cl P3 no está enriquecido en
Ac, sino que presenta menor concentración de la misma.
En general, en bacalaclilla sc produjo una agregación en la que inervinieron
fundamentalmente la CPM y Ac, sin eníbargo a pesar dc la mayor concentración respecto a
81 de CPM en el agregado Pl, este “exceso” de (2PM no se extrajo en 82 o 83 con lo que,
al igual que en merluza, P3 estuvo enriquecido en CPM y dicho enriquecimiento aumentó al
aumentar el periodo cíe conservación.
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TIEMPO SOBRENAIEJANTE TIEMPO x 5
CPM *** ***
Aa ***
Tabla 4.19. — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
óptica integrada (DOI)/g prot. de las bandas de la cadena pesada de la miosina (CPM) y actina
(Ac) obtenidas dc las electroforesis cíe la actomiosina natural (AMN) aislada en los
sobrenadantes 81 ~NaCl0,6 M), 82 (81)8 2%> y 83 (SDS 2% + 6—ME 5%) de músculo
picado de merluza (M) en función dcl sobrenadante (8) y del tiempo de conservación en
estado congelado
TIEMPO SOBRENADANTE TIEMPO x 5
CPM
Aa
*** ***
*** -.***
Tabla 420. — Análisis de la varianza correspondiente a las medidas de la densidad
óptica integrada (DOI)/g prot. de las bandas de la cadena pesada de la miosina (CPM) y actina
(Ac) obtenidas de las electroforesis de la actoniiosina natural (AMN) aislada en los
sobrenadantes Si (NaCí 0,6 M), 82 (SDS 2%) y 83 (81)8 2% + 6—ME 5%) de músculo
picado de bacaladilia <A) en función dcl sobrenadante (8) y del tiempo de conservación en
estado congelado
TIEMPO x 3 = Interacción entre el efecto del tiempo y del sobrenadante
= Efecto significativo a P<0.001
** — Efecto significativo a P<0.01
* Efecto significativo a P<0.05
— = Efecto no significativo
J?ESULTADOS y fliscusion
A la vista de ¡os resultados obtenidos se puede inferir que la CPM y Ac intervienen
fundamentalmente en la agregación. Estas proteínas son pues las mayoritarias en Pl. El
tratamiento de Pl con los distintas soluciones (S2 y 83> no se extrajo CPM y Ac en
proporción lo suficientemente alta de acuerdo con ese enriquecimiento de Pl en las mismas,
Por tanto, en las tres especies sc puede inferir que la concentración de CPM y Ac en P3 fue
superior a la observada en Pi y, por tanto, en Si. Además, se puede deducir que hubo un
aumento en la proporción de CPM en P3 al aumentar el periodo de conservación. Esto fue
especialmente evidente en bacaladílla y se puede interpretar corno que la CPM se va
implicando cada vez más en Ja formación de enlaces covalentes a medida que avanza el
periodo de conservación en congelación.
4.5.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION <MET)
Sc analizó la fracción de AMN extraída en NaCí 0,6 M (Si) y ]os agregados (Pl, P2
y P3) obtenidos cii cl estudio dc extractabilidad (apartado 3,2.3.) de músculo picado de
bacalao. Unicamenie se muestran fotografías de la fracción Si y del agregado P3, debido a
que en ellas sc o¡)servaron los cambios más interesantes para el estudio de la naturaleza de
la desnaturalización y agregación de proteínas miofibrilares a lo largo de la conservación. El
estudio completo so encuentra pendienie de publicación (Tejada y col., 1996), con lo que nos
hemos remitido a este trabajo cuando a lo largo de la discusión se hace mención a algunos
dic los cambios (>bseuvacIos sin niostiar fotografía.
Morfología de la fracción SI
La figura 4.32. mueslra la tracción Si a las 36 (a) y 49 (b) semanas de conservación.
A las 36 semanas se observaron filamentos cíe Ac más cortos que los observados en AMN
fresca (Tejada y col., 1996) juiterconectados coui estructuras globulares por medio de puentes
transversales (*), También se observaron microagregados de estructura globular (~). Jarenb5ck
y Liljermark (1975) encontraron uiia ultraestructura similar en músculo de bacalao conservado
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Figura 4.32.— Actomiosina natural aislada en NaCí 0,6 M de músculo picado de
bacalao conservado en congelación a —200C (B) durante 36 (a) y 49 (b) semanas.
a: Se observan cstructuras incipientes en forma de anillo (—*); b: Se observa más abundancia
de estructuras en forma de anillo (—*). Tamaño de la barra 0,4 hm
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en congelación. Asimismo sc detecté cntrccruzamionto de filamentos formando ingulos de
aproximadamente 1<)6C que sugieren la intervención de enlaces cov~pntcs ~ A las 49
semanas (b) se observaron filamentos sueltos do una longitud aproximada de 1¡¿m junto con
estructuras en fornía dc anillo y ndcroagregados mayores que los detectado a las 36 semanas
(a).
En genemí, la microscopia electrónIca de transmisión mostró que la morfología de la
AMN extraída en NaCí 0,6 M cíe músculo picado de bacalao tendió a alterarse con la
formación de agregados cada vez axis grandes y filamentos cada vez mis cortos. En estos
agregados pueden estar interviniendo enlaces covalentes, aunque no sc pudo determinar la
importancia dc su participación.
e
Morfologisí de los agregados (Pl, 1>2 y 1>3)
El agregado Pl mostró en la semana 22 de conservación una estructura que recuerda
al sarcójucro, aunque no se observó ¡Inca Z y en la línea II no aparecieron filamentos gruesos
de miosina. En la semana 36 se observó una estructura similar> apareciendo la banda A más
Intacta y distingulóndose tina lineo 2. desorganIzada. flas el tratamiento de Pl con SDS 2%,
el agregado 1>2 obtenido en la semana 36 mostró menor cantidad de proteína en la banda A
respecto a 1>1 y la desaparición dc lo lince 2.. Sin embargo, aún presentó una estructura que
recuerda la dcl sarcómncm (1’ejada y col., 1996).
En la figura 4.33. u sc muestra el agregado PS obtenido a las 36 semanas de
conservación. ‘Nie mantuvo únicamente un residuo de la estructura del sarcómoro que so
observó en 1>1 y ¡>2 (Tejado y coL, 1996), aunque estaba totalmente desestructurado tras la
extracción dc 1>2 con SDS 2% + 6—MB 5%.
A las 62 semanas de conservación se observó en todos los agregados (Pl, P2 y PS)
una estructura que recordaba anis o lo del sarcómero que la observada en la semana 36. La
fIgura 4.33. b muestra el agregado P3 e las 62 semanas de conservael4n. Bu ella se puede
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Figura 4.33.— Agregado proteico inextractable con el tratamiento aplicado (P3)
obtenido de músculo picado de bacalao conservado en congelación a —200C (B) durante 36(a) y 62 (b) semanas. a: La estructura del sarcémero está totalmente destruida. Destaca la
escasez de proteína en la banda A; b: La estructura del sarcómero sc mantiene, aunque la
banda A esté desorganizada. Se observa que la cantidad de proteína en la banda A es mayor
que en a. Tamaño de la barra 0,4 ¡un.
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observar que cl residuo tuvo una estructura que recuerda al sarcó¡nero incluso despuds del
tratamiento con 81)5 2~fyi- 6—ME 5%.
En general, en las primeras etapas de la detección de agregado, el tratamiento del
mismo con los distintos agentes permitió extraer mucha cantidad de miosina y Ac del mismo
y ello da lugar a pérdida tic lo estructura dcl sarcómero, mayormente cuando se empleó SDS
2% + 6—ME 5%. Sin embargo, al avanzar el tiempo de conservación so observaron bandas
A ¡uds estructuradas incluso tras ci tratamiento con SDS 2% + O—MB 5%. Estos resultados
apoyan lo observado en el estudio eicctrofordtico (apartado 4.4.) al sugerir que a medida que
aumenta el ticm~x> dc conservación se observó un enriquecimiento de Pl y 1>3 en nilosina.
e
4.6.— 4841.1818 EN LA ¡“RACCION EXTRAíDA EN NaCí 0,6 M ~Sl)
4.6.1.- cROMArOGRAFIA l)E FILTRACION EN GEL
El estudio dc la AMN aislada en sal (SI) por medio de cromatografía en gel—filtración
nos permite identificar y separar proteínas por su poso molecular así como detectar la posible
agregación dc lo proteína en dicha fracción Sí, sin que esta haya sufrido ninguna alteración
como sucede durante el tratamiento dc la muestra para eloctroforesis.
Como se ha indicado en cl apartado 4.5, ca los extractos de AMN en NaCI 0,6 M de
¡utisculo picado de bacalao sc detectaron por microscopia electrónica agregados así como un
aumento del tamaño dc estos al aumentar el tiempo de conservación. Por otro lado, en los
geles de eleciroforesis no se observaron agregados en esta fracción <figura 4.20,). Teniendo
en cuenta las condiciones de preparación de la muestra paro electroforesis, que producen
ruptura de interacciones secundarias y reducción dc los grupos 5—5, los resultados sugieren
que la naturaleza de la agregación observada puede deberse al establecimientode Interacciones
secundarias y/o S—S interproteicos fundamentalmente.El análisis de la AMN por cromatogra-
fía de gel filtración tuvo qomo objeto complementar el estudio por microscopia electrónica
loS
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(apartado 4.5.) por medio de la observación cíe los cambios en tanialio de las especies
moleculares que componen la AMN extraída a lo largo de la conservación. De esta manera
se pudo obtener más información acerca de la naturaleza de la agregación detectada por
microscopia electrónica en la AMN ext raída en NaCí 0,6 M.
Estucho <leí pat tón eroina togtú lico de la AMN
Para ideul i Ficar ¡os d ¡st iii tos piCos que aparecen en el croniatograma de AMN y su
evolución en el tiempo, se realizó un estudio preeliniinar cíe AMN procedente de bacalao
fresco. Sc eligió esta especie por que su patrón croniatográfico presentó más claramente
diferenciados todos los picos que el de merluza o bacaldj [la.La proteína recogida en cada uno
Lic los picos obten idos en cl emoinatograma sc analizó por electroforesis (SDS —PAGE).
En la ¡¡gura 424. se muestra el eroinatograma de AMN de bacalao fresco, En este se
aprecian claramente cuatro picos; cuyos pesos moleculares corresponderían a más de 2.000
kDa para cl pico 1, al rededor de 1 .500 k Da para el pico 2, de 600 a 700 kDa para el pico 3
y dc 355 a 100 kDa para el pico 4. Lstos pesos moleculares se calcularon de acuerdo con
proteínas globu lates pat iones, ni ient ras q LIC la AMN es fibrilar, por 1<) que no considerarnos
que estos sean exactos. Debido a esto, en los estudios por cromatografía cíe gel filtración de
AMN que se encuentran cii la 1 iteratuta, no se hace mención a los pesos moleculares
(Umemoto y col., 1971 ; Se RiN’ Ara i, 1974; Olmis íd y Rodger, 1979)
Para identificarlas prot~ mas que forman parte cíe cada uno cíe los picos obtenidos, sc
recogieron las fracciones tic caila u no de estos y se sometieron a elcetroforesis, tifliendo los
geles con plata. El pico 1 dcl croníatograma presentó cii su composición principalmente CPM
y Ac, el ¡esto de las proteínas no se identificaron con tanta claridad. De acuerdo con
Umemoto y col., 1971 y Seki y Arai, 1974, este pico corresponderla a actorniosina. En el pico
2 se diferenciaron miosina, Ac, ‘FM y proteínas de menor peso molecular, Seki y Arai (1974)
y Wakamecla y Ami (1986) observaron un pico compuesto por miosina en una posición similar
íl pico 2, pero más definido que el observado por nosotros. Teniendo esto en cuenta, se podría
1 09
1BACALAO FRESCO
Hg. 4.34,— Cromatogrania de filtración en gel de la actorniosina natural ~AMN)
extraída en NaC[ 0,6 M dic músculo de bacalao fresco. Identificación de picos en apartado
‘1
32
4.6.1.
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inferir que el pico 2 corresponde a niiosina, aunquc díebido a las condiciones empleadas en
cl presente estudio, este no se resuelve totalmente. En los picos 3 y 4 se aisló fundamental—
mente Ae y ‘FM, apareciendo tamb¡6n otras de menor peso molecular que se encuentran en
el rango cíe las ‘UN y CLN4. Otros autores han detectado picos en posición similar a los pico
~ y 4 y compuestos por las mismas proteínas (Seki y Arai, 1974 y Wakameda y Arai, 1986).
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Estudio dc los elomatogrumas <le los distintos lotes y sus cambios a lo largo dc la
conservación
En la tabla 4.21. se detallan [osporcentajes de los picos 1, 3 y 4 de los cromatogramas
dic la AMN extraída de los distintos lotes a lo largo de la conservación. El pico 2 no se pudo
cuantificar.
LOTE ¡t~NlANfl PICO 1 JI PICO 2 ~
0 24,42 10,67 14,62 50,25BACALAO
FRESCo
0 61,60 8,90 — 29,46
5 63,00 7~20 — 29,80
BACAlAO 8 71,55 — — 28,90
MUSCUI.o 14 63,88 — — 36,11
PIC/\DO 22 51,60 — — 48,60
([3) 36 11,93 — — 88,07
BACAlAO 0 62,30 8,50 — 29,20
Lii .VI’liS ‘19 57,37 — — 42,62
(131)
MERLUZA 0 55,58 10,35 12,13 17,38
MUSCUI,C) 22 69>60 13,99 — 22,64
l>ICAI)O 49 45,17 — — 52,45
(M)
I3ACALAI)ll.l..A 0 73,69 14,16 — 12,13
MUSCUW 22 80,65 — — 19,34
PICA[)O 49 63,37 — — 36,62
(A)
Tabla 4.21.
¡11
1O Semanas
22 Semanas
36 Semanas
MUSCULO PICADO BACALAO (B)
Fig. 4.35.— Cromatogranias de filtración en .gel de la actondosina natural ~AMN)
extraída en NaCí 0,6 lvi (Si) de músculo picado de bacalao (B) a las 0, 22 y 36 semanas de
conservación en congelación a —200C. Identificación de picos en apartado 4.6.1.
2
4
1O Semanas
49 Semanas
BACALAO FILETES (BF>
Hg. 4,36.— Croinatog¡anas de filtración en gel de la actorniosina natural (AMN)
extraída en NaCí 0,6 M (Si) de filetes picado de bacalao (Bfl a las O y 49 semanas de
conservación en congelación a —20~Q Identificación de picos en apartado 4.6.1.
4
R&WLT,wos Y ¡)ISCIJSiON
En la figura 4.35. se lepresenun los perfiles cíe los cromatogramas correspondientes
al lote,dc musculo picado (le bacalao a las 0, 22 y 36 semanas de conservación. La figura
4.36. ¡nuestra los perfiles obtenidos del lote de filetes de bacalao a las O y 36 semanas de
conservación. hin ambos perfiles, el pico 2 fue menos evidente que lo observado en fresco
(figura 433.). un nuestro laboratorio se real izaron estudios en los que se analizó por
cromatografía cíe gel Filtración la proteína que permanecía soluble en NaCí 0,6 M a lo largo
de la conservación en congelación de AMN (le tres especies (resultados no mostrados). En
estos se observó un desplazamiento del pico 2 del cromatograma cíe la AMN soluble hacia
zonas tic mayor ~CSO ¡noleenlar al au rentar el tiempo dc conseivación. Posteriormente este
pico 2 fue muy poco evidente o prácticamente inexistente, Paralelamente a estos cambios se
observó un i nerenie ito tic 1 pico 1, por lo que se ¡¡it crpretó que tuvo lugar una agregación de
las prdtc laus que componen ci pico 2 (fundamentalmente m iosi na )‘ Ac) dWldo especies
moleculares de mayor ~C5O que se cl uyeron en el pico 1. De acuerdo con estas observaciones,
las diferencias obseivadas en los perfiles iniciales de los lotes bacalao con respecto al perfil
en fresco sc podrían explicar por encontrarse la AMN en una etapa interníedia dIC este proceso
cii la cual las proteínas que se eluyen en el Pico 3 cii fresco han formado agregados dc mayor
tainano. Debido a esto, el pico 3 no se observó en ninguno cíe los con troles desde el inicio cte
la conservación y el pico 2, au ííque se observó iii icialníente, fue menos evidente que en fresco.
En la (ahí a 4.2 1 . se observa que en niusculo picado de bacalao hubo un aumento del
pico 1 en la seníana 8 tic conservación acoínpanado cíe una desaparición del pico 2
(croma tograma no mostrado), Esto está cíe acuerdo con el mecanismo stigeri do para explicar
las diferencias iniciales con respecto al perfil cii fresco. En este lote se observó un descenso
en la prOpt)rCióll (leí ¿ijea del pico 1 en la semana 22 que continuó hasta la semana 36.
‘Fenicado cii cuenta la composición del pico 1 y el pico 4 dcl cromatograina en fresco, esta
tendencia fi ¡ial indica que a medida que transcurre la conservacióii la proteína extraída en Si
se enriqueció en pesos moleculares menores (Ac, TM, TN y CLM) cii detrimento de la
proporción cíe actonnosítía. l?,sto concuerda con los cambios en composición de la AMN
observados por elecirofojesis (figura 4.20.). Umenioto y col. (1971), en estudios por
cromatografía dc gel filtración con proteína miofibrílar extraída dc surinii de abadejo de
Alaska, encontró que la actomiosína (pico 1) decrecía a medida que auníentaba el periodo de
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1O Semanas
22 Semanas
49 Semanas
MUSCULO PICADO MERLUZA (M)
Hg. 4.37.— Cromatogranias de filtración en gel de la actorniosina natural ~AMN)
extraída en NaCí 0,6 M @i) de músculo picado de merluza (M) a las 0, 22 y 49 semanas de
conservación en eongelacióíi a .—200C. Identificación de picos en apartado 4.6.1.
4
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conservacióíj, lo ctíal coincide con lo obtenido cii el presente trabajo en músculo picado de
bacalao. También en músculo picado cíe bacalao se observó un descenso en el área total del
crolnatogralYla. En músculo picado dc bacalao, a diferencia de los demás lotes, no se ajustó
la concentración dc la ¡nuestra antes cíe inyectaría a la columna, por lo que esta disminución
sc debió probabieniante a (lije la cantidad proteína retenida en el proceso de filtrado aumentó
entre las semanas (> y 22 y no cambió entre las semanas 22 y 36. Esto podría ser debido a la
agregación de la AMN a medida que aumenta el tiempo de conservación, lo concuerda con
lo observado ~ ¡ji icroscopía electrónica (apartado 4.5.). Sin embargo, como ya se lía
iíjdicado, en los geles (le electroforesis (figura 4.20.) no se detectó la presencia de agregados
en la fraceiotjes Sí de bacalao, por lo que se podría decir que estos agregados se formaron
por interaccio¡jes seeiííidadas y/o 5—5. En ninguno dic los restantes lotes se observé un
mímelito eíí la ca tít dad de pro te fija re tcíj ida en el filtro.
En el lote tic Filetes de bacalao Qabla 4.21. y figura 4.36.) no se observaron apenas
cambios cii la í.noporci ón de los pic(>5 1 y 4 mayoritarios, aun cuando la propoción de ni iosina
disíniííuyó en igual ínagnitud que en niusculo picado dic la misma especie (figura 4.18.). Esto
se podría explicar por el aumento cíe la proporción de Ac observado taínbién por eleetroforesis
(figura 4.19.), ya que este podría enmascarar el descenso de la proporción de miosina, al ser
cluidas ambas píoteííías en el piCo 1.
En la figura ‘1.37. se pueden observar los croníatogramas correspondientes al lote de
n~úscu 1<) picado tic iii crí uza a las 0, 22 y 49 semanas de coíjservaeión, Al inicio de la
conservación ([¡izura ‘1.37., 0 Semanas) se observaron todos los picos detectados en el patrón
cii fresco. A las 22 senjanas cl pico 2 desapareció, apreciándose un hombro en el pico 1 así
como un LUí me nt<j en el j.orecntaje del aren cíe este último. Al final del periodo de
conservación (figura ‘1.37,, ‘19 semanas) se detecté un descenso en la proporción del pico 1,
Estos cambios sugiereíi que, como se ha indicado en bacalao> a lo largo de la conservación
por congelación, las proteínas que forman eh pico 2 dieron lugar a pesos moleculares mayores
que se cluyeron en el pico 1, lo cual explica el aumento de dicho pico en la semana 22 de
conservación. El descenso posterior del pico 1. indicaría que la muestra se empobreció en
¡niosina y Ac a lo largo (le la conservación, 1<) cual coincide con lo observado en electroforesis
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MUSCULO PICADO BACALADILLA (A)
Hg. 4.38.— Cromatogranlas de filtración en gel de la actomiosina nat¡nal ~AMN)
extraída en Nací 0,6 M (St) de músculo picado de bacaladilla (A) a las 0, 22 y 49 semanas
dc conservación en congelación a —200C. Identificación de picos en apartado 4.6.1.
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(fIguras 4.18. y 4.19.).
En la figura 4.38. se pueden obscrvar los cromatogramas correspondientes al lote de
bacaladilla picada a las 0, 22 y 49 semanas <le conservación. En la tabla 4.21. so observa que
el porcentaje del pico ¡ fue Inicialmente muy superior al observado en bacalao, Ademñ, en
la figura correspondiente (4.38., 0 semanas) se observó un pico 2 muy poco evidente. De
acuerdo con el proceso sugerido anteriormente para explicar los cambios en bacalao y
merluza, el croínatogrcíma obtenido inicialmente en bacaladilla sugiere que las proteínas del
pico 2 (miasma y Ac principalmente) formaron agregados que sc eluyeron en el pico 1.
Posteriormente hubo un descenso en la proporción del area total del pico 1 (tabla 4.21.) que
podría explicarse, al igual que en bacalao y merluza, por el descenso en la proporción de
nilosina observado por cleetroforesis en Si (figura 4.184
En lodos los lotes sc pudieron explicar los cambios observados en los perfilaes
croniatogróficos por la agregación de la miosina y actina del pico 2 que así pasan a sercluldas
en el pico 1.. En el pico 1, por tanto, podría eluirse tanto actonilosina como agregados de
distintas proteínas.
Por otro lado, en todos los lotes parte de la proteína queda retenida en el filtro desde
el inicio del periodo de conservación, iodicando la presencia de agregados. Sin embargo, en
el lote de músculo picado dc bacalao, se encontró un aumento en la cantidad de proteína
4
retenida durante el filtrado. Esto sugiere que en este lote tuvo lugar un mayor aumento en el
tamaño dc los agregados a lo largo de la conservación. En las etapas finales dc la conserva-
ción se observó un descenso dc la proporción del pico 1, lo cual podría deberse a que el
tamaño de los agregados que sc se eluyen en este pico aumenta y pasan a la fracción Pl,
dando lugar a un enriquecimiento dc los extractos en proteínas de bajo poso molecular, como
se observó por elcetroforesis. En el caso de músculo picado de bacalao, estos agregados
podrían haber sido solubilizados y posteriormente retenidos en el filtro, aumentando la
cantidad total de proteína en el mismo.
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4.6.2.— ACTIVI DAI) Ca2~—ATI>ásica
Diversos autores (Connelí, 1960 e; Matsumoto, 1979, 1980: Tejada, 1979; Wagner y
Afion, 1986) observaron perdidas cíe actividad Ca2~—ATPásica nihofibrilar durante el
almacenamiento en congelación, lista disminución estaría indicando un proceso de
desnaturalización o agregación de la miosina, ya que la modificación de esta propiedad refleja
cambios producidos a nivel de la cabeza de la miosina, que es la parte de la molécula que
contiene tanto el centro aet ivo del enzima como el sitio de unión a la Ac <Lowey y col, 1969;
Ockerman, 1977, Roma y col., 1990). La actividad Ca2~—ATPásica es> por tanto, indicativa
de la funcional idad dc la ¡jj iosi tía en la ¡jiolécula de actomiosina y es por ello que este
parámetro se ha tu i 1 izado para eval tiar fe nó¡nenos cíe desnaturalización y agregación proteica
por efecto de la api icaeión cíe cl ntrsos trataní lentos térmicos (calentani lento o congelación),
Coi~~o se puede apreciar en la figura 4.3~. a, teclas los lotes presentaron una
disminución en los niveles cíe actividad Ca2~—ATI’ásica a lo largo del tiempo de conservación.
En el lote cíe filetes de bacalao los valores iniciales fueron altos, produciéndose una
clismi tiución inicial mente mu ~‘ pronunciada, pero que se hizo más suave a partir cíe la semana
8 de conservación. No se observaron diferencias significativas debidas al efecto del grado de
ntegridad dcl niúscu It> (t a l~las 4.22. a s’ lO.
En los lotes de músculo picado de bacalao, merluza y bacaladilla no se observaron las
tíos etapas observadas en Filetes de bacalao, sino que el descenso fue gradual a lo [argocíe
todo cl periodo de conservación, fin músculo picado de bacalao sc detectaron valores
significativamente superiores a los demás lotes cíe ¡jiósculo picado y la pérdida total de
actividad tuvo lugar nás tarde que en nierí uza o bacaladilla, Entre estas últimas no se
encontraron diferencias si ¡a~n i ficati vas.
Los valores observados cii todos los lotes se encuentran en el ratigo de los que
encontraron otros autores para distintas especies (Tejada, 1979 en jurel; Okada y col,, 1986
en carpa; Chalniers y col., 1992 en Lntcalao; Careche y Tejada, 1991 y 1994 en merluza y
Huidobro, 1990) en bacaladi lía; juycl y caba] la
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Figura 4.39.— Evolución de ha actividad Ca2~ ATPásica de la actomiosina natural (AMN)
extraída en NaCí 0,6 Nf (SI) durante la conservación en congelación a —2L?C. a: expresada en pinol
Pi/mio/mg prot; b: expresada enpniol Pi/niin/DOI cadena pesada de iniosina (CPM), BF: loto de filetes
de bacalao; 13, M y A: lotes de nwlseuho picado de bacalao, merluza y bacaladilla respectivamente.
Las barras verticales en a indican el intervaio de confianza al 95%. La de traza fino
corresponde al estudio en función del grado de integridad del mílseulo (lotes B y Bfl y la de trazo
grueso corresponde al estudio en función do la especie (lotes B, Nf y A).
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TIEMPO GUI TIEMPO x GIM
Actividad *** *
Ca2~ ATPásica
Tabla 4.22. a.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la Actividad
~2+ ATPésica (en ¡¿moles de ATP/niinuto/mg proteína) de la actomiosina natural (AMN)
aislada en NaCí 0,6 M (Si) de músculo picado y filetes de bacalao (¡3 y 131? respectivamente)
en función del grado de integridad del músculo (GIM) y dcl tiempo de conservación cii estado
congelado
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Actividad *** ***
Ca2~ ATEásica
Tabla 4.22 b.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la Actividad Ca2*
ATPásica (en ¡¿moles de ATP/minuto/mg proteína) de la actoniiosina natural (AMN) aislada
en NaCí 0,6 M (Si) de músculo picado de merluza (M) y bacaladilla (A) en función cíe la
especie y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el gradio cíe integridad del músculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
— Efecto significativo a P<0.00i
** = Efecto significativo a PcO.01
* = Efecto significativo a PcO,05
— = Efecto no significativo
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Una cinética similar a la observada en filetes de bacalao fue observada por Tejada
(1979) en njúsculo picado de jurel, Wagner y Afion (1986), en músculo de bovino y por
Huidobro (1990), en músculo picado de bacahadilla a lo largo de la conservación en
congelación. De acuerdo con Wagner y Aí~on (1986), cl brusco descenso inicial observado fue
debido a la desnaturalización dc la miosina, mientras que la disminución posterior menos
pronunciada se puede atribuir a una menor extractabilidad de la proteína. Estos autores
expresaron la actividad de la enzima por gramo dc músculo, con lo que el grado de agregación
de las proteínas del músculo afectó bastante a la medida. En el presente estudio> al realizarse
la medida sobre la AMN previamente aislada y cxpresarse por mg de AMN> no cabe la
posibilidad dc la influencia de los cambios en extractabilidad dcl músculo en la la cinética
observada. Sin embargo, cii el descenso en actividad ATPásica durante la conservación en
congelación podrían influir también los cambios la proporción de miosina en los extractos de
AMN.
Cuando la fracción SI sc estudié por electroloresis, se observó un descenso en la DOL
de la CPM en SI a lo largo del tiempo (figura 4.18.). En las tablas 4.30. a 4.33. se observa
la existencia cíe correlación estadística significativa entre los valores de proporción de CPM
(medida por DOI/g pror.) y cíe actividad Ca2~—ATPásica en todos los lotes de músculo picado.
Esto está de acuerdo con Roara y col. (1990), quienes encontraron una menor actividad
Ca2~—ATPásica de la merluza antes dcl desove, cuando la proporción de CPM (medida por la
intensidad relativa dc la banda correspondiente observada en las electroforesis ~SDS—PAGE))
en los extractos dcl músculo fue mucho níenor, Sin embargo en filetes no se encontró dicha
correlación, por lo cjuc en este lote estarían influyendo otros factores de manera más
importante.
Al expresar la actividad Ca2~—ATPásica por DOI de la cadena pesada de la niiosina
(figura 4.39. b) sc obtiene información acerca de la aclividad enzimática de la cadena pesada
de la miosina, Se observé que en filetes de bacalao hubo un descenso inicial muy intenso
seguido de una estabilización y un descenso al final de la conservación. En músculo picado
sólo se observó un descenso al fijial cíe la conservación, permaneciendo los valores constantes
hasta entonces. Esto implica que en filetes dic bacalao el descenso inicial de actividad
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Ca2~—ATPásica fue debido a la desnaturalización de la miosina. Sin embargo, la disminución
observada en filetes a partir (le la semana 8 de conservación, así como las detectadas en los
tres lotes de músculo picado desde el inicio> fueron debidos a la disminución observada en la
proporción de CPM en los extractos, Por otro lado, a pesar de que no se observó actividad
Ca2~—ATPásica en los extractos de AMN al final de la conservación, en estos se aisló cierta
proporción de miosina (figura 4.18.). Esto sugiere que en el descenso observado en actividad
Ca2~—ATPásica en todos los lotes influyeron tanto la desnaturalización y/o agregación de la
molécula dc miosina como a la disminución en la proporción de la misma en los extractos.
Por tanto, la mayor actividad Ca2~ ATPásica detectada en músculo picado de bacalao frente
a las otras dos especies se podrían atribuir a que en bacalao se extrajo más cantidad de
níiosina funcional y durante más tiempo que en merluza y bacaladilla.
4.6.3.— GRUPOS SULFIIIDRILO (—SH)
Como ya sc ha indicado en el apartado 4.3.3,, la agregación observada en los distintos
lotes a lo largo dc la conservación en congelación fue debida en parte a la formación de
puentes 5—5 debido a la oxidación de grupos —5Ff.
Les cambios en el número de grupos -SH de las proteínas extraídas en la fracción Si
podrían indicarnos si la formación de dichos enlaces intra e intermoleculares tiene lugar en
los estadios previos a la formación de agregados de mayor peso molecular que pasen a la
fracción insoluble en NaCí 0,6 M.
En la bibliografía exiten resultados contradictorios en cuanto a los cambios en grupos
SH en las proteínas níjofibrílares duiame la conservación en congelación (apartado 1.3.1.3.).
Las variaciones en el contenido en grupos —5Ff a lo largo del tiempo en los distintos
lotes sc representan cii la figura 4.40. 21 estudio estadístico correspondiente se muestra en la
tablas 4.23. a y b. En los lotes de bacalao no se observó una tendencia sostenida a lo largo
dcl tiempo. En los lotes de músculo picado de merluza y bacaladilla se observó un descenso
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Figura 4.40.— Evolución del contenido en grupos sulfhidrilo (—SR) (timol SH/g prot)
de la actomiosina natural (AMN) extraída en NaCí 0>6 M (Si) en filetes de bacalao (DF) y
músculo picado de bacalao (B)> merluza (M) y bacaladilla (A) durante la conservación en
congelación a —200C.
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%, La de trazo fino
corresponde al estudio en función dcl grado de integridad del músculo (lotes B y DF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en función de la especie (lotes B, M y A).
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Tabla 4.23 a,— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de los grupos SU (en
¡¿moles de SByg proteína) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCí 0,6 M (Si) de
músculo picado y filetes de bacalao (E y EF respectivamente) en función del grado dc
integridad del músculo (GLM) y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Grupos SH
Tabla 4.23 br— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de los grupos SH (en
¡¿moles dc SH/g proteína) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCí 0,6 M (Si) de
músculo picado de bacalao (13), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la especie y del
tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo.
TIEMPO x ESPECIE = interacción entre el efecto del tiempo y la especie
— Efecto significativo a P<iJ.00i
** = Efecto significativo a NOGí
* = Efecto significativo a PcVJ.O5
— = Efecto no significativo
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significativo, más acentuado en bacaladilla. Dicho descenso está de acuerdo con el aumento
en la participación cíe los enlaces 5—5 en la agregación ohservada en el estudio de
extractabihidad del agregado (figura 4.8.) en ambos lotes,
El que no se detectara un descenso en el número de grupos —SU en bacalao no
significa que no tuviera lugar la formación cíe puentes disulfuro ya que, como señalaron
Poalter y Lawric (1978), durante la conservación por congelación de músculo de pescado
podrían ocurrir reacciolies de intercambio de puentes disulfuro intra e intermoleculares que
provocarían que no se observaran cambios en el número total de grupos SH.
Sc sabe que hay grupos —51-1 muy reactivos en la molécula de miosina que son
importantes en la actividiad Ca2~—ATPásica, Buttkus (1971) y Hamada y col, (1977)
encontraron que los caminos en actividad Ca2~—ATPásica estaban altamente relacionados con
la oxidación de los grupos —SF1. En el caso de los lotes cíe músculo picado de merluza y
bacaladilla, la disnjinución en actividad Ca2~—ATPásiea podría relacionarse con la observada
en grupos —81-1. Sin embargo, los grupos —SF1 totales disminuyeron a menor velocidad que la
actividad enzimática, por lo que no se observaron correlaciones significativas entre ambos
parámetros (tablas 4.30. a 4.33, ). Esta diferencia entre los cambios detectados en grupos 51-1
totales y actividad Ca2~ATPásica ha sido observada por otros autores (Jiang y col., 1989 en
actorniosina de Ulapia conservada a —200C y Clien y col,, 1989 en miosina aislada de
hipogloso negro) y podrían indicar que no todos los grupos —SR que sufrieron reducción
durante la conservación estaban relacionados con la actividad Ca2~ATPásiea.
4.6.4.- HIDROFOBI Cl DAD SUPERFICIAL
Diferentes autores han encontrado un incremento de la hidrofobicidad superficial de
proteínas rniofibrilares ¡u s¿tu o en. ~sisteniamodelo de proteína aislada> como consecuencia de
la congelación y conservación en estado congelado (Niwa y col, 1986 a y b; Owusu—Ansah
y Hultin, 1987; Ang y 1-lultin, 1989; LeBlane y LeBlane> 1992). Este aumento se ha
relacionado con un incremento de la exposición de grupos hidrofdbicos de la proteína debido
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Figura 4.41.— Evolución en la hidrofobicidad superficial alifática (CPA) (S0, unidades
arbitrarias) de. la actomiosina natural (AMN) extraída en NaCí 0,6 M (Si) de filetes de
bacalao (BF) y de músculo picado de bacalao (B)> merluza (M) y bacaladilla (A) durante la
conservación en congelación a —20
0C.
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en función del grado de integridad del músculo (lotes B y BF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en función de la especie (lotes 3, M y A)).
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Tabla 4.24 a.— Análisis de la varianza correspondiente a las distintas medida de la
hidrofobicidad superficial alifática (CPA, en unidades arbitrarias) de la actorniosina natural
(AMN) aislada en NaCí 0,6 M (St) de músculo picado y filetes de bacalao (13 y EF
respectivamente) en función del grado de integridad del músculo (GIM) y del tiempo de
conservación en estado congelado
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Hidrofobicidad ~
OPA
Tabla 4.24 b.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la hidrofobicidad
superficial alifática (CPA, en unidades arbitrarias) de la actomiosina aislada natural (AMN)
en NaCí 0,6 M (Si) de músculo picado de (E), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de
la especie y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x OIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo,
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
— Efecto significativo a PcO.001
** — Efecto significativo a PcO.0i
* = Efecto significativo a PcO.05
— = Efecto no significativo
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a la ruptura de ciertas interacciones electrostáticas, hidrofóbicas y puentes de hidrógeno y de
la modificació~bquímica de algunos restos de aminoácidos. La nueva orientación de los grupos
hidrofóbicos dc los aminoácidos (modificados, no modificados o ambos) hace que los grupos
no polares afloren a la superficie y que los grupos polares se internen dentro de la estructura
(Niwa y col, 1986 a y b; Ang y Hultin, 1989).
La figuras 4.41. y 4.42. muestran los cambios producidos en la hidrofobicidad
superficial alifática (CPA) y aromática (ANS) respectivamente de la AMN extraída de los
distintos lotes. Lis tablas 4.24, (a y b) y 4.25. (a y b) muestran los resultados del análisis
estadístico de las medidas cíe hidrofobicidad superficial CPA y ANS respectivamente.
La medida de la hidrofobiciclad superficial debida a grupos alifáticos se realizó
utilizando el reactivo cíe Fluorescencia CPA. Li figura 4.41. muestra los resultados de dichas
medidas. En ella sc observa que tuvo lugar un incremento de la exposición de grupos
alifáticos en las 5 primeras semanas de conservación en todos los lotes. En músculo picado
de bacalao se observó un descenso, alcanzándose valores similares a los inicilales al final del
estudio. Los valores obtenidos al inicio y final del estudio están en el rango de los observados
por LeBlane y Lel3lanc (1992) en filetes de bacalao conservados en congelación durante un
periodo igual y a similar temperatura. Sin embargo, dichos autores no realizaron deteminado—
nes a lo largo del tiempo, por lo que no detectaron los cambios intermedios observados en este
estudio.
La hidrofobicidad superficial alifática (CPA) de la AMN fue superior en músculo
picado de merluza y bacaladilla que en bacalao, En merluza y bacaladilla se observé un
incremento inicial seguido (le un descenso basta el final de la conservación. Sin embargo, en
bacaladilla, el aumento inicial no fue significativo. Los valores observados en merluza se
encontraron en el rango de los indicados por Cofrades (1994).
La determinación de la hidrofobicidad superficial debida a grupos aromáticos se realizó
utilizando el reactivo de fluorescencia ANS. Los resultados se muestran en la figura 4.41. En
esta se observó pn incremento en las etapas iniciales de la conservación en todos los lotes. En
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Figura 4.42.— Evolución en la hidrofobicidad superficial aromática (ANS) ~ unidades
arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) extraída en NaCí 0>6 M (Si) de filetes de
bacalao (EF), músculo picado de bacalao (E), merluza (M) y bacaladilla (A) durante la
conservación en congelación a —200C.
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde al estudio en función del grado de integridad del músculo (lotes 13 y DF) y la de
trazo grueso corresponde al estudio en función de la especie (lotes B, M y A).
0 10 20 30 40 50 60
TIEMPO GUi TIEMPO x 011.1
ANS *** *
Tabla 4.25 a.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la hidrofobicidad
superficial aromática (ANS, en unidades arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) aislada
en NaCí 0,6 M (Si) de músculo picado y filetes de bacalao (E y BF respectivamente) en
función del grado de integridad del músculo (GIM) y del tiempo de conservación en estado
congelado
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
ANS ***
Tabla 4.25 b.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la hidrofobicidad
superficial aromática (ANS, en unidades arbitrarias) de la actomiosina natural (AMN) aislada
en NaCí 0,6 M (Si) de bacalao (¡3), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la especie
y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x GIM = Interacción entre el efecto del tiempo y el grado de integridad del músculo.
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
= Efecto significativo a PcO.00i
** = Efecto significativo a P<0.01
* = Efecto significativo a P.c0.05
— = Efecto no significativo
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músculo picado y filetes de bacalao se detecté un descenso posterior. En filetes hubo un
aumento al final de la conservación.
En los lotes de merluza y bacaladilla los valores de hidrofobicidad superficial
aromática (ANS) fueron significativamente superiores a los observados en músculo picado de
bacalao. En merluza, al igual que en bacalao, se observó un incremento significativo al inicio
de ha conservación seguido cíe una disminución gradual hasta el final del periodo de
conservación. En bacaladilla se observó un incremento inicial sin que se detectaran
posteriormente cambios significativos. Los valores de hidrofobicidad superficial ANS medidos
en la AMN de merluza fueron similares a los observados por Cofrades (1994) en la misma
especie.
El aumento en hidrofobicidad, tanto aromática corno alifática, observado durante las
primeras semanas de conservación en todos los lotes puede entenderse por la desnaturalización
que tiene lugar como consecuencia cíe la conservación en congelación, que, corno ya se ha
indicado, produce un incremento cíe la exposición dc grupos hidrofébicos de la proteína. El
descenso y/o estabilízacion observados posteriormente podrían explicarse por un posible
aumento cii el tamaño tic los cigi’egados solubles detectados en la AMN a lo largo de la
conservación. Este aumento se observó en músculo picado de bacalao por microscopia
electrónica y cromatografía cíe gel filtración (apartados 4.5. y 4.6.1.), no descartándose la
posibilidad de (lite tuviera lugar también en los otros lotes, Estos agregados disminuirían la
superficie específica de unión del reactivo de fluorescencia provocando así una estabilización
e incluso un descenso en la de emisión fluorescente por gramo de proteína. Esta hipótesis fue
también postulada por Cofrades (1 994) para explicar el descenso observado en los valores de
hicirofobicidad, tanto aromática como alifática, de AMN dc merluza conservada en
congelación. Dicha autora observó un descenso tanto en las etapas finales de la conservación
como en etapas tempranas en presencia de FA, es decir, siempre que existía mayor agregación
de la proteína en la muestra.
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4.6.5.- VISCOSIDAD APARENTE (ii~)
Como ya se indicó en el apartado 4.2.1., la viscosidad de las soluciones proteicas es
una propiedad funcional cuya medida es utilizada frecuentemente como método para
determinar el grado cíe desnaturalización y agregación de las proteínas. En dicho apartado se
describieron los principales factores que afectan al comportamiento viscoso de una solución
o dispersión proteica. Entre ellos, la concentración de proteína es uno de los factores más
estrechamente relacionados con los valores de i~ (Rha y Pradipasena, 1986; Cofrades y col.,
1993). En disoluciones diluidas la la¡, depende de la forma y tamaño de las moléculas, pues
predomina la interacción entre cslas y las del solvente (Chen y col., 1988). Dependiendo del
tipo de proteína, cuando su concentración es grande, predoniina la interacción proteína—
proteína (l-Iamm, 1975; [<insell~t,1976; Rha y Pradipasena, 1986).
En la técnica de 1¾,de de músculo, discutidas en el apartado 4.2.1., la medida se
realiza sobre los homogeneizados dc músculo previamente filtrados (apartado 3.2.2.1.). Cuando
la actomiosina está muy agregada, parte de esta podría quedar retenida en este paso> con lo
que la concentración dcl filtrado sobre el que se realiza la medida sería menor cuanto mayor
sea la agregación. Esta, como se ha indicado en los apartados 4.2.1. y 4.3.1. aumenta a lo
largo de la conservación. Lis proteínas niiofibrilares son, entre las proteínas del músculo, las
mayores responsables dcl comportamiento viscoso (Borderías y col., 1985 a> Huidobro y
Tejada, 1993 b) y, entre estas, la actomiosina es la de mayor viscosidad intrínseca (Crupkin
y col., 1982). Por eso, la medida cíe ~ en los extractos de AMN a concentración constante
podría dar una información más específica en relación con la desnaturalización de la AMN
durante la conservacion en congelación.
En la figura 4.43. se representan los cambios observados en las medidas de ~
realizadas en soluciones de actoníjosina de concentración 5 mg/mL en NaCí 0,6 M y 00C. En
la tabla 4.26, se muestran los resultados del análisis de varianza en función de] tiempo y la
especie.
En las figura 4.45. se observan los valores de i1~, en soluciones de 5 mg/ml dq
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Figura 4.43.— Evolución de la viscosidad aparente (‘q.~) (cP) de la actomiosina natural
(AIvIN) extraída en NaCí 0,6 M (Si) en músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) durante la conservación en congelación a —200C. La medida se realizó sobre
una solución de la AMN en NaCí 0,6 M y pH 7, a concentración de 5 mg/ml y 00C.
La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% correspondiente al estudio
en función de la especie (lotes B, M y A).
0 10 20 30 40 50 60
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Tabla 4.26.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la viscosidad
aparente (n¡pa, Snig/ml, 00C, en cP) de la actomiosina natural (AMN) aislada en NaCí 0,6 M(Si) de músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A) en función dc la
especie y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
= Efecto significativo a ¡‘<0.001
= Efecto significativo a P’cO.01
* = Efecto significativo a ¡‘<0.05
— = Efecto no significativo
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concentración de act(>miosina en NaCí 0,3 M + SDS 2% a 250C. El análisis estadístico
correspondiente se recoge en la tabla 428. E¿~SDS es un detergente que rompe las uniones
secundarias (Owusu-.Ansah y 1-lultin, 1987; Roussel y Cheftel, 1990). El objeto de medir la
en presencia de SDS fue observar la influencia de este tipo de enlaces en las características
reológicas dc las disoluciones dc la AMN. Como el SDS es insoluble a temperaturas bajas,
la medida se realizó a 250C. Debido a la influencia de la temperatura en la lap’ para observar
el efecto del SDS sc utilizó como blanco el valor de la de la disolución proteica en NaCí
0,6 M a la misma concentración y a 250C (figura 4.44. y análisis estadístico en tabla 4.27.).
En todas las figuras sc representan solamente los valores correspondientes a la AMN
extraída de los lotes cíe músculo picado debido a que la gran variabilidad de las medidas
observadas en la AN4N de filetes de bacalaom> nos permitió obtener información útil.
~ap de las soluciones cíe AMN en Nací 0,6 M (5mg/mL~
En la figura 443. se observan diferencias significativas entre los valores de músculo
picado de bacalao y de las otras dos especies, siendo estos últimos similares e inferiores a los
encontrados en L)acalao. En este último tuvo lugar un descenso acusado en las 8 primeras
semanas de conservación, manteniéndose estable a continuación. Sin embargo> en merluza y
bacaladilla el descenso fue más gradual.
Las diferencias entre el 10w de músculo picado de bacalao y los de merluza y
bacaladilla se observaron también en r~, dc músculo (figura 4.2.) hasta la semana 14 de
conservación. Sin embargo, en las etapas finales de la conservación, tuvo lugar un descenso
muy acusado dc la i;,~, de músculo en el lote de músculo picado de bacalao. Las medidas de
de AMN aislada sugieren que los menores valores de 1lap de músculo picado de bacalao
observados en las etapas finales de la conservación pudieran atribuirse a un aumento de la
agregación de la proteína niiofibrilar.
Los cambios observados a 2.50C (figura ,4.44.) fueron similares a los detectados a
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Figura 4.45.— Evolución de la viscosidad aparente (ib) (cl>) de la actomiosina natural
(AMN) extraída en NaCí 0,6 M (Si) en músculo picado de bacalao (B), merluza (M) y
bacaladilla (A) durante la conservación en congelación a —200C. La medida se realizó sobre
una solución de la AMJM en SDS 2%, NaCí 0,3 M y pH 7, a concentración de 5 mg/ml y
25”C.
La barra vertical indicael intervalo de confianza al 95% correspondiente al estudio
en función de la especie (lotes B, M y A).
O 10 20 30 40 50 60
‘.4
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
flap SUS
Tabla 4.28.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida día viscosidad
aparente (q,~ SDS, Smg/ml, 250C, en cP) de la actorniosina natural (AMN) extraída en NaCí
0>6 M de bacalao (E), merluza (M) y bacaladilla (A) y posteriormente disuelta en solución de
SDS 2% + NaCí 0,3 M, en función de la especie y conservación en estado congelado
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
— Efecto significativo a ¡‘<0.001
** = Efecto significativo a PcO.01
* = Efecto significativo a ¡‘<0.05
— = Efecto no significativo
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Figura 4.44.— Evolución de la viscosidad aparente (‘n.~) (cP) de la actomiosina natural
(AMN) extraída en NaCí 0,6 M (Si) en músculo picado de bacalao (E)> merluza (M) y
bacaladilla (A) durante la conservación en congelación a —2tJ0C. La medida se realizó sobre
una solución de la AMI”! en 0,6 M NaCí y pH 7> a concentración de 5 mg/ml y 250C.
La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% correspondiente al estudio
en función de la especie <lotes B> M y A).
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Tabla 4.27.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida de la viscosidad
aparente @i,~b, Smg/rnl, 250C, en cP) dc la actoniiosina natural ~AMN)aislada en NaCí 0,6
M (Si) de músculo picado de bacalao (E), merluza (M) y bacaladilla (A) en función de la
especie y del tiempo de conservación en estado congelado
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
= Efecto significativo a ¡‘<0.001
** — Efecto significativo a P<0.O1
* = Efecto significativo a P’tt0.05
— — Efecto no significativo
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(figura 4.43.), aunque la mayor temperatura dio lugar a un descenso ligero de los valores
debido probablemente a la ruptura dc puentes de hidrógeno, corno sugíeren Rha y Pradipasena
(1986).
de las soluciones de AMN en SDS 2% y NaCí 0.3 M ~5mWml)
En la figura 4.45, se observa que, en los tres lotes> la presencia de SDS producía una
disminución dc la ‘fl ~, respecto del blanco <figura 4.44.), aunque no afectó a la tendencia
observada a lo largo del tiempo.
La medida dc 1¾,,refleja cambios en la conformación de la molécula, al afectar esta
a su relación axial (Kinsella, 1976; Cupkin, 1983). Así, esta ha sido utilizada para determinar
el grado de desnaturalización durante la conservación por congelación (Matsumoto, 1980;
Jiménez Colmenero y Borderías, 1983; Jiménez Colmenero y col,, 1988). La disminución en
la Tlap observada a lo largo cíe la conservación puede atribuirse, por tanto, a la existencia de
cambios conformacionales cii las moléculas en solución. Matsumoto (1980) sugiere que la
disminución en la TE
1, podría ser debida a que la NAM pierde su estructura filamentosa, bien
por que las moléculas individuales sc replieguen sobre si mismas o bien por agregación de los
filamentos, todo lo cual disminuye la relación axial cíe las moléculas. La relación entre la
presencia dc agregados en las soluciones proteicas y el descenso en flap detectados a lo largo
de la conservación fue postulada por algunos autores (Jiménez Colmenero y Eorderías, 1983;
Huidobro y Tejada> 1993 1); Cofrades, 1994). El aumento en el tamaño de los agregados al
aumentar el tiempo dc conservación podría c~plicar el descenso en flap dc los extractos de
AMN. Por microscopia electrónica (apartado 4.5.) se observó un aumento en el tamaño de los
agregados al aumentar cl tiempo de conservación en músculo picado de bacalao. El
tratamiento con SDS, rompiendo interacciones secundarías inter e intraproteicas. produjo un
descenso de la i~>, ya que dichas interacciones contribuyen a aumentar la relación axial de las
partículas en la disolución y con ello las medidas de i~j ,~. Sin embargo, la adición del
detergente no alteró la tendencia observada, por lo que se podría inferir que existen otros
factores, aparte de la agregación por interacciones secundarias> que podrían influir en estos
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cambios. Por eleetroforesis no se observó un aumento de los agregados de naturaleza covalente
no S—S, pero la agregación por interacciones S—S de la A~WÑ extraída podría haber
aumentado. Estos enláces nO se rompen con SDS, por lo que el tratamieqto con este detergente
no alteraría la tendencia al descenso observada en silos enlaces S—S hubieran intervenido
en la formación agregados cíe AMN y en su crecimento, En mer]uza y bacaladilla> los cambios
observados en grupos S—S (apartado 4.6.4.) estarían de acuerdo con esto.
Por otro lado, la composición de los extractos de AMN podría influir también en los
valores de ~ de los mismos (Hamm, 1975; Crupkin y col., 1982, Cofrades> 1994). Los
cambios en proporción cíe CPM, al ser la proteína mayoritaria en los extractos, podrían afectar
a los valores cíe La miosina es más viscosa que otras proteínas como la Ac, TMs o TNs
(Cofrades, 1994). En las tablas 4.3<). a 4.33. sc observa como, en los lotes de músculo picado .7
hubo correlación estadística significativa entre los valores de ‘qe,, a ~C y la proporción de
miosina (DOI¡g prot. dc CPM).
En general, los valores de ~la1,de AMN aislada podrían explicar lo observado en
de músculo y además corroboran la mayor funcionalidad de la AMN del lote de músculo
picado de bacalao frente a los de merluza y bacaladilla desde el inicio y a lo largo de la
conservación, algo que se había observado también a través de la medida de proporción de
níiosina (figura 4.18.) y actividad Ca2~—ATPásica de dichos extractos (figura 4.39,).
4.6.6.- INDICE DE ACTIVII)AI) I)E EMUJLSION (IAE)
La capacidad dc emulsión de la soluciones proteicas es una propiedad funcional
relacionada con las características cíe superficie de las moléculas Esta mide la capacidad de
las moléculas proteicas de disminuir las tension superficial que existe entre una fase hidrofílica
y otra hidrofóbica. Dentro dc las proteínas dcl músculo, la niiosina y la actomiosina son las
que resultan más eficaces como depresoras de la tensión superficial (Morrissey y col,, 1987),
y por tanto las dc mayor capacidad de emulsificar grasas. La capacidad dc emulsión de las
soluciones proteicas está influida a su vez por la concentración y solubilidad de las mismas
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Figura 4.46.— Evolución en el indice de actividad de emulsión ([AB) (m2/g prot.) de
la actomiosina natural (AMN) extraída en NaCí 0,6 M (Si) en los lotes de filetes (BE) >‘
músculo picado de bacalao (E> durante la conservación en congelación a —200C.
La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95%. correspondiente al estudio
en función del grado de integridad del músculo (lotes E y BE’).
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Tabla 4.29.— Análisis de la varianza correspondiente a la medida del
estabilidad de emulsión (JAE) (en m2/g AMI”!) de la actomiosina natural (AMN)NaCí 0,6 M (Si) de músculo picado y filetes de bacalao (E y EF respectivamente)
del grado de integridad del músculo (GIM) y del tiempo de conservación en estado
TIEMPO x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y la especie
= Efecto significativo a ¡‘<0.001
** = Efecto significativo a ¡‘<0.01
~= Efecto significativo a ¡‘<0.05
— Efecto no significativo
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y por el pH, fuerza iónica y temperatura <leí medio (Cheftel y col., 1989).
La determinación de las propiedades de emulsión de la AMN extraída se realizó
mediante la medida del IAE. Este método requiere menor cantidad de proteína que la técnica
empleada más ampliamente hasta ahora, basada en el modelo propuesto por Swift y col,
(1961) (Jiménez Colmenero y l3orderías, 1983; Tejada y col,, 1987; Huidobro y Tejada, 1993
a),
La figura 4.46. muestra los cambios en IAE detectados en ambos lotes de bacalao. Los
resultados del estudio estadístico se muestran en la tabla 4.29. Se observó una disminución
evidente en la semana 3Ú, tanto en filetes como en músculo picado. Los valores obtenidos
fueron ligeramente interiores a los detectados por Cofrades (1994) en AMN aislada de
merluza, Huidobro y Tejada (1993 a) en bacaladilla.y caballa y Careche y Tejada (1988) en
merluza, observaron también un descenso en la capacidad de emulsión (g de aeeite/g de
músculo) a lo largo de la conservación en congelación y lo atribuyeron a la desnaturalización
y agregación de las proteínas del músculo producida durante el almacenamiento en
congelación. Los agregados proteicos contribuyen muy poco a la capacidad de emulsión
(Chcftel y col., 1987), por lo que la mayor presencia dc estos en las soluciones provoca una
disminución cíe dicha propiedad.
En el presente estudio, la medida se realizó sobre la fracción de AMN soluble, por lo
que los cambios en extractabilidací cíe proteínas en sal no afectan a csta, como lo hace en el
caso de los trabajos citados anteriormente, donde la medida se realiza sobre homogeneizados
de músculo. Sin embargo, como ya se ha indicado> también en los extractos de AMN existó
cierta agregación que aumentó a lo largo dcl periodo de conservación. Esto podría ser la causa
de la disminución cíe los valores de IAE encontrados, Se observaron diferencias significativas
entre músculo picado y filetes, aunque solamente en algunos controles al inicio dc la
conservación, cc>n lo cual no se dispuso dc datos suficientes para sacar una conclusión respecto
al efecto del grado cíe integridad del músculo,
Li—Chan y col. (1984) han indicado que cuando la solubilidad proteica es grande (más
dcl 50%) el efecto de la hidrot’obicidad superficial en la capacidad de emulsión es muy
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RESULTADOS Y Discusion
importante, pero a baja solubilidad, la presencia de agregados es el factor determinante. Esto
lo pudo comprobar Cofrades (1.994), que observó un aumento en el IA.E en sistema modelo
aislada de AMN dc merluza durante la conservación en congelación, debido al aumento en
hidrofobicidad superficial> sin embargo, en presencia de FA observó un marcado descenso,
debido a la presencia e incremento en número de agregados en solución a lo largo de la
conservación, Los resultados obtenidos no se relacionaron con los de hidrofobicidad
superficial, debido probablenicnte a la influencia de la agregación de la AMN de los extractos
en ambas medidas.
4.7.- SISTEMAS MODELO DE PROTEINA AISLADA
En los sistemas modelo se estudió el efecto dcl FA, la congelación y conservación por
congelación y ambos factores combinados sobre la AMN aislada de las especies que se
estudian en cl presente trabajo de tesis (Bacalao (B), merluza (M) y bacaladilla (A)). Para ello
se coníparó el comportamiento (le la AMN en ausencia de FA con el que exhibe esta en
presencia de distintas cantidades de FA durante la congelación y conservación por congelación
Se hicieron <los sist cinas modelo:
SMI: para estuchar cl efecto cíe distintas concentraciones de FA sobre la solubilidad
y composición dc la proteína soluble a lo largo de la conservación en congelación dc la AMN.
8M2: para estudiar la naturaleza <le los enlaces implicados en la agregación a lo largo
de la conservación en congelación.
4.7.1.- ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE FA (SMi)
Corno sc ha indicado cii el apartado 3,2.6.2., este sistema modelo se preparó
inicialmente con AMN aislada cíe merluza (SMi a), posteriormente se preparé con las otras
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dos especies: bacalao y bacaladilla (SM! b). En el SMi, además del lote testigo (T~, se
estudió la acción dc tres concentraciones de FA: 3 mM (lotes F2 y F2’)> 6 mM (lote F3) y 120
mM (lote F4). En el SMI b se realizaron cambios respecto al SMI a en cuanto a las
concentraciones de FA empicadas. Así, no se estudió el efecto de 120 mM de FA aunque se
introdujo el estudio del efecto de 1>5 mM de PA (lotes Fi y Fi’). También cabe recordar que
el el SMi b se introdujo un lavado del agregado insoluble dentro del protocolo de
determinación de la solubilidad (apartado 3.2.6.2.)
Las cantidades dc AMN extraída por gramo de proteína dc músculo en cada especie
fueron: merluza: 0,7; bacalao: 0,7 y bacaladilla: 0.61. Estas están en el rango de lo obtenido
en estudios de músculo (apartado 4.3.1.)
4.7.1.1.— Solubilidad en NaCí 0,6 NI
SMi a
La figura 4.47. muestra la solubilidad de la AMN aislada de merluza en el lote testigo
(T~ y con FA añadido (tU) en fresco (0’) y durante la conservación en congelación, En la
tabla 4.34 se muestra el análisis dc varianza para dicha medida en función del tiempo y de la
cantidad de FA.
La adición de FA a la muestra en fresco provocó una caída de la solubilidad tanto
mayor cuanto mayor fue la cantidad dc FA añadido, de tal manera que a concentración 120
mM de FA (F4) la AMN en fresco se insolubilizó totalmente, La adición de FA hasta
concentración dc 3 mM a la proteína previamente descongelada (F2’) disminuyó la solubilidad
con respecto al lote control en la misma proporción que lo hizo en fresco, El efecto sobre la
proteína descongelada fue similar a lo largo de la conservación.
La congelación provocó una caída de la solubilidad muy superior en los lotes con FA,
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Figura 4.47— Solubilidad en NaCí 0>6 M de la actomiosina natural (AMN) de merluza
(M) conservada en congelación a —200C. Lotes: ‘1’: testigo; F2’ con 3 mM de formaldehído(FA) añadido tras descongelar; F2, F3 y F4 con 3, 6 y 120 mM de FA añadido antes de
congelar. 0’: control en fresco.
La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% del análisis de varianza en
función del tiempo y lote.
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observándose valores prácticamente nulos a concentración de FA de 6 mM y 120 mM (lotes
F3 y F4). Teniendo en cuenta que en fresco el FA a concentración de 6mM causó una menor
insolublización, esto sugiere que el umbral de concentración de FA que causa un descenso de
solubilidad fue menor durante la congelación que en fresco.
Durante la conservación por congelación, el descenso en la solubilidad continué en
todos los lotes dc tal forma que a las 16 semanas de conservación todos los lotes con FA se
insolubilizaron totalmente,
SMi b
Las figuras 4.48. y 4.49. muestran Ja solubilidad de la AMN aislada de bacalao y
bacaladilla en el lote control y con FA añadido antes de congelar (tiempo 0) y durante la
conservación en congelación. En la tabla 4.35. se muestra cl análisis de varianza de los datos
de solubilidad para cada especie en función del tiempo y de la cantidad de FA añadido, En
la tabla 4.36. se muestra el análisis de varianza cíe los datos de solubilidad en función del
tiempo y dc la especie para cada cantidad de FA aliadido.
En bacalao (figura 4.48.), al igual que cii merluza (figura 4.47.), la adición de FA a
la muestra en fresco provocó tina caída cíe la solubilidad (Fi’). Esta fue mayor en el lote con
6mM de FA añadido (FJ) , aunque no hubo diferencias entre los lotes con 1,5 y 3 mM de FA
añadido (Fi y F2).
La congelación produjo un descenso en la solubilidad respecto al fresco 3n todos los
lotes, siendo este menor en el lote con FA ÓrnM. No se observaron diferencias entre los lotes
con 1,5 mM y 3 mM de FA añadido (Fi y F2). Estos lotes presentaron valores de solubilidad
superiores al lote con 6 mM cíe FA añadido (F3). Por consiguiente, tanto en fresco como
durante la congelación, no hubo diferencias en solubilidad debido a la acción de concentracio-
nes 1>5 y 3 mM de FA añadidas. Durante la conservación se observó una tendencia hacia la
uniformidad dcl efecto de las distintas concentraciones de FA, Cuando el FA se anadió tras
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Bacalao (B)
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Figura 4.48.— Solubilidad en NaCí 0,6 M de la actomiosina natural (AMN> de bacalao
(B) conservada en congelación a —200C. Lotes: 2’: testigo; Fi’ con 1,5 mM de formaldehído(FA) añadido tras descongelar; Fi> F2 y F3 con 1,5> 3 y 6 mM de FA añadido antes de
congelar. O’: control en fresco,
La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% del análisis de
0 10 20 30
Días
varianza en función del tiempo y lote.
Solubilidad en O,6M NaCI
Bacaladilla (A)
01 +F1’ *F1 ~F2 OFS
de la actomiosina natural (AMN)Figura 4.49.— Solubilidad en NaCí 0,6 M
bacaladilla (A) conservada en congelación a —20”C. Lotes: T: testigo;
de
FI’ con 1,5 mM de
formaldehído (FA) añadido tras descongelar; Fi, F2 y F3 con 1,5, 3 y 6 mM de FA añadido
antes de congelar. O’: control en fresco.
La barra vertical indica el intervalo de confianza al 95% del análisis de ‘varianza en
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función del tiempo y lote.
TIEMPO LOTE TIEMPO x LOTE
BACALAO <¡3)
MERLUZA (M) **
I3ACALADILLA (A) *** **
Tab[a 4.34.— Análisis de la varianza correspondiente a las distintas valores de solubilidad
obtenidos de la actonííosina cte bacalao (B), merluza (Nl) y bacaladilla <A) conservada en
congelación (—200C) durante 30 chas (bacalao y bacalaclilla) y 60 días (merluza) en función
del tiempo cíe conservación y del lote estudiado (testigo (T~; con 1,5 mM de formaldehido
(FA) anadido tras descongelar (Fi’) y con FA añadido en fresco y antes de congelar hasta
— concentraciones de 1,5, 3 y 6 mM (FI, F2 y F3))
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
T
Fi’
Fi
F2
F3
Tabla 4.35.— Análisis de la varranza correspondiente a los valores cte solubilidad obtenida en
los lotes de actomiosiría cíe l)acalao (13) y bacaladilla (A) conservada en congelación (—20<tq
durante 30 días cii función (le la especie y del tiempo de conservación. T = lote testigo; F1’=
lote con 1,5 mM de forrualdelíldo (FA) añadido tras descongelar; Fi, F2 y F3 = lotes con FA
añadido en fresco y antes dc congelar hasta concentraciones dc 1>5, 3 y 6 mM,
TIEMPO x ESPECIE y TIEMPO x LOTE = Interacciones entre el efecto del tiempo y los de
la especie y lote estudiado
= Efecto significativo a P<0.00t
** = Efecto significativo a PcO.01
* = Efecto significativo a NO.O5
— = Efecto no significativo
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descongelar (FI’) se observo un ligero descenso de la solubilidad respecto al lote testigo (fl,
A diferencia de lo observado en merluza, no existió proporcionalidad de dicho descenso
respecte) a valor tIC1 lote testigo a lo largo cíe la conservación, Sin embargo, al encontrarse las
diferencias entre arribos lotes en el límite de la significatividad, no se puede descartar la
posibilidad de que la insolubilización sea proporcional al valor del lote testigo. Esto se
observó en merluza (SMI a), aunque en dicha especie se utilizó una concentración de 3mM
de FA.
Fmi bucalad i lía ( Íiuu ra 4.49,> se observó también un descenso de la solubilidad debido
a la adición de FA en líesco (FI’). H díescenso fue similar a concentraciones dc 1,5 y 3 mM
(El y ¡‘2) y menor’ titie a concentración ÓniM (F3). En general, esta disminución fue similar
a la observada cii bacalao eneont rtmdose ti i ferencias entre la insolubilización producida por
el FA añadido a eonecíítiaeión de 1,5 mM (FI) y a concentraciones dc 3 ó 6 mM (F2 y F3).
Rstas dos últimas corleemltraeioiies dc FA provocaron un efecto similar> lo cual sugiere que,
en bacaladílla y al gima 1 que se observó en merluza, la congelación causa un descenso del
tinnbral dc conee 11 rae inri ele 1 ~¿\necesario para provocar una caída de la solubilidad.
A lo largo tic la coííservación, los valores dic solubilidad en todos los lotes fueron algo
menores ei bacalatíl 1 La que en bacalao, sobre t od(> al final de la misma. El efecto inicial dc
la conceul raehin ile FA Fue i mpormtr rite, pero en etapas avanzadas de conservación sólo hubo
diferencias entre los lotes con FA y el lote control.
En las tres especies, la congelacion y conservación en congelación produjo una caída
tic la solub i helad. 1 ~sto lía sido observado antcri orruente por distintos autores en estudios con
proteína mioiibñlar aislada cíe diversas especies (Tsuchiya y col. 1979; Jiang y col,, 1988 a
y b y 1989; Ang y 1 Ieíltiií, 1989; Carcelie y Tejada, 1991 y 1994; Cofrades, 1994), Esta rápida
pérdida de sol nl) ¡1 iciad observada inmediatame nie después de congelar en los lotes testigo ~T)
es inducida por el proceso tic congelación y descongelación en si mismo que da lugar a
fenómenos tic desriatííralizaeióii Y agregación. Tsuehiya y col. (1975) y Oguni y col, (1975>
en AMN cíe carpa y iar&nbaek y Liljcníark (1975) en AMN de bacalao, ilustraron por
mícroscop[a electrónica este proceso dc agregación. Oguni y col. (1975) encontraron que los
.129
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filamentos de ¿IctOmioSilía descongehída inmediatamente después de congelar se agregaba
lateralmente y ciii crin i..
También en las tres especies, cl FA provocó un descenso de la solubilidad respecto al
lote testigo tanto en fresco como durante la congelación y conservación en congelación, Este
efecto fue mayor cuanto mayor fue la concentración dc FA> aunque no se observó
proporciomunlidad entre la concentración y el efecto insolubilizante. En bacalao y bacaladilla
se detecté un inereniento tic la acción del FA al aumentar el tiempo de conservación, Esto
último no se observó cii merluza, debido probablemente a que la insolubilización fue máxima
destie las etapas iii ¡cales tic la conservaeiómm.
Se clícorítió s¡iíerttismo entre la acción diel FA y la congelación en merluza, puesto que —
la insolubílízación que este provocó durante la congelación fue mayor qtre la observada en
fresco. Estos resultados coinciden con los dic Ang y 1-lultirí (1989) en miosina parcialmente
purificada cíe bacalao Sin embargo este sinergisJno no se observó en bacalao y bacaladilla y
tampoco lo observé Cofrades (1994) en AMN aislada cíe merluza, Por tanto, el efecto
dlesmiaturaliz¿tnte del FA iltírante congelación y descongelación puede o no ser superior al
efecto en fresco.
Existen cii la Ii tei’at ura muchos esttndíos ¡u siri¿ en los que se relaciona el FA, tanto
exógeno ea mo eiitláge no con 1 a i usolu NI ización proteica Connelí (1975), estudiando la acción
del FA exógeno sobre músculo de bacalao conservado en congelación, planteé la posible
mayor reactividad del FA con las proteínas previamente desnaturalizadas. Sin embargo,
nuestros resultados indican lo contrarío, ya que la acción del FA sobre la proteína fresca fue
mayor o igítal a la observada cuando el FA fue añadido sobre una proteína previamente
desnaturalizada tras sc sometida a un ciclo de congelación y descongelación a lo largo de del
t ieni po.
13<)
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4.7.1.2.— Eleetroforesis <SDS—PAC E)
“e
SMi a
So utilizaron geles 0112,5% y al ‘7,5% . En estos ditimos, se empleó el doblo de
tiempo quc en los geles «112,5% para así poder aislar los posos moleculares mS altos
observados en la zona tic aplicación (pico 1) en los geles al 12,5%
CgmlroLaalrsxseo}U!)
Los resultados de la electroforesis 3112>5 % de la AMN aislada en NaCI 0>6 M en
frasco (figura 4.50. a, 1) mucstran que las dos bandas mayoritarias fueron CPM (pico 3) y .Ac
(¡¡co 5).
Se observó que cuando sc añadieron cantidades crecientes de PA a la AMN de
merluza, la intetisidad dc ¡¿LS bandas dc CPM y Ac disminuyó, incremcntdndose en proporción
la de las bandas de la zomia 6 (correspondieses a las proteínas TM, TN y CLMs). Cuando la
concentración de PA rtíc de 3niM (P2—29 o de GmM (P3), se detectaron en el gel apagados
de peso niolectílar superior al dc la nilosina (>9. Los geles al ‘7,5% de poltacrilamlda
confirmaron la presencia de dichos agregados (Pig.4.49. b, X), aunqu¿ no so ha establecido
el peso molecular dc los mismos. Tambi6rx sc observó un incremento de la intensidad dc la
bando situada en la zona dc aplicación de la muestra (pico 1), que corresponde a proteína do
alto peso molecular agregada que no entra en cl gel. Estos agregados no se rompieron en las
condiciones dc raaínlento dc la muestra para electroforesis, por lo quese tratarla de proteínas
unidas por inedia de enlaces cóvalontes no disulfuro. No pudo estudiarse el sobronadante
correspondiente al lote con 120 mM dc FA <F4) porque la concentración proteica del mismo
fue muy bujo.
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Las figuras 4.5!. a y b muestran los perfiles clectrofordticos <jeles al 12>5 y 7>5 %
respectivamente) de los sobrenadantos de las muestras congeladas y descongeladas a loe 5
días. En la figura 4.51. a sc observa que en ausencia de PA (1) el densitograma no presentó
diferencias importantes con respecto al de la muestra en fresco (figura 4.50. a, 11 Cuando se
añadió FA 3 mM a las muestras descongeladas <figura 4.51.8> P?) se observaron cambios en
cl perfil dc la proteína soluble respecto al dcl correspondiente testigo (figura 4S1.,~. Aif,
hubo una disminución en la proporción de la intensidad de la banda de la CPM y un aumento
dc la intensidad del pico 2, correspodlente a agregados que no se rompen en las condiciones
de preparación dc la muestra. Estos agregados sc pueden ver mejor en las electroforesis en
geles al 7,5% dc los lotes 83 y S3’ <figura 4.51. b , pico X> En las muestras congeladas con
FA (figura 4.51. ti, F2, F3 y F’t) la concentración de proteína dcl sobrenadante fue tan pequeña
que no se detectaron apemmas bandas en el gel al 12,5%.
Conlwlc&alosdYyAtdúdqnswyadúi
En los geles al 12,5% no se observaron cambias por efecto de la conservación en
congelación en cl lote testigo <T) ni cuando se añadió sobre este 3 mM dc PA tras descongelar
(FW) (no sc muestran resultados). I>or otro ludo, cuando so añadió PA antes de congelar y
conservar cii cotígelación durante cl mismo periodo, el descenso de concentración de la
proteína soluble fue tan grande que no se pudieron observar bandas en los geles (no se
muestran los resultados).
En las figuras 4.52. a y b se muestran los perfiles do las etectroforesis en geles al
7,5% dc los lotes testigo (1’) (a) y con 3 mM de PA añadido tras descongelar (P2’) (b) (loe
doicos cuyos sobrenadantes presentaron concentración proteica suficiente para poder ser
estudiados) a los 15 y 42 dIos de conservación. Estas se realizaron para descartar la
posibilidad de existencia de agregados, los cuales no fueron detectados en los geles al 12,5
%. Aunque se encontró un incremento del pico 1 en el lote con 3 mM de PA añadido tras
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descongelar (F2) a los 15 días, no se observamon bandas correspondientes a agregados (X) en
nimíguno dc los dos lotes. Por otra parte, el incremento observado en el pico 1 a los 15 días
desapareció a los 42 días de conservación, Todo ello indica que probablemente los agregados
formados en las etapas finales de la c(>nscrvación en congelación tuvieron un peso molecular
demasiado grande como para ser solubilizados en las condiciones dc trabajo, por eso sólo fue
posible detectarlos en el pico 1 en cl caso del lote con 3 mM de FA añadido antes dc congelar
(F2) pero no dentro de los geles, como había sucedido en controles anteriores en ambos lotes,
SMI b
Lonirol vn frQsco (O)
Los resultados de la electroforesis cíe las proteínas solubles en sal en fresco (figura
4.53. T~ indican que ¿ni igual lue en merluza, las dos bandas mayoritarias fueron CPM (pico
3) y Ac (pico 5). ¡ja los lotes correspondientes a la proteína fresca a la que sc añadió FA a
distintas concentraciones (figura 4.53. Fi—Y: FA 1,5 mM, F2: FA 3mM y F3: FA 6mM) se
observa que el FA mio causó cambios en el perfil cícetroforético de la proteína soluble, aunque
Si cl it) lug¿. r a una bajada en la solubilidad (figuras 4,48. y 4.49.) ¿ipreciable. El que el pico 1
sea tan predominante cmi binealadilla pone dc manifiesto la presencia dc agregados de PM
superior al de la (2PM incluso en la muestra testigo ~T).Esto coincide en parte con lo
obtenido cmi merluza (SM la), en la cual se observó la aparición de agregados cmi las fracciones
solubles de los lotes con FA 3 y 6 mM (figuras 4.50 a y b, F2—2’y F3 ) tanto por un
incremento dcl pico 1 , como por la aparición del pico X en los geles al 12,5 % y al 7,5 96,
Bni merluza, si mí embargo, no se observo ningún indicio de la presencia de agregados en el
501)renada nte del lote testigo (‘1’) en fresco,
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Los resultados obtenidos IJara los sobrenadantes dc las muestras congeladas durante 5
dms se muest rau en la figu ma 4.54. tanto para bacalao (B) como para bacaladilla (A).
En esta se puede observar que la congelación en ausencia de FA ~T)no dió lugar a cambios
respecto al fresco en los perfiles electroforéticos en ambas especies. Esto coincide con lo
observado en merí ínza (figuras 4.50. a y ‘[.51.. a
lanipoco se observó ningún cambio cuando se añadió 1.5mM de FA a las muestras
previamente descongeladas (VI’) de ambas especies, mientras que en merluza tuvo lugar la
aparición dc agregados (ligo ra 4.5 1 . a y b, F29, aunque hay que tener en cuenta que en esta
especie la cantidad de VA ¿~nadida fue el doblo.
En bacalao tan í~eo se observaron cambios en los perfiles correspondientes a los lotes
con VA ¿tuadido antes de congelar (figura 4.54,, B, lotes Fi, F2 y F3). Esto sugiere que en
dicha espe ele, la ¿mcci on Coni bí miada cíe! FA y la congelación, insolubilizó por igual todas la
proteínas Sin embargo en l)acalatl 1 la (figuma 4.54., A, lotes Fi, F2 y F3), dichos efectos
combinados fueron responsables de cambios en la proporción de las distintas proteínas en la
AMN soluble, va que en los per~lcs elcetroforéticos correspondientes se observó una
disminución de la intensidad del pico dc la cadena pesada cíe miosina que se corresponde con
tnn ligero ¿tu nico to cmi la proporción (le Ac (pico 5) y proteinas en la zona 6 (TM fundamental—
mente). Dicho efecto [tic m?is evidente a mayor concentración de FA, También sc observó en
todos los lotes de esta especie una disminución del pico 1 respecto dcl observado en fresco,
indicando que los agregados formados por efecto de la congelación y conservación tienen un
peso níolecu lar clenias indo gra mide como paní ser solubil izados cii las condiciones dc trabajo.
En general, sc pindo comprobar que la congelación con FA produjo muchos más
cambios en el perfil tic los lotes cíe AMN de bacaladilla, lo que sugiere una mayor
SCnSil)ilidad (le la AMN cíe bacaladilla a La acción conjunta de ambos factores, Esto coincide
además con los menores valores de solubilidad encontrados en bacaladilla en todos los lotes
tras congelar y descongelar.
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ResutrÁnos Y Disanto»
No es pos¡ble comparar estos resultados con lo obtenido en merluza (figura 4.51,, F2,
F3 y F4) puesto que en las condiciones empleadas en dicha especie (apartado 3.2.6.), la
insolubilización por acción de la mismas concentraciones dc FA fue mucho mayor, corno ya
sc ha comentado, y por tanto no se pudo obtener un perfil electroforético claro debido a la
poca concemit rae íóm ~lepinte ma dc la ni ues t ra.
ControL aJos 30.días dc~ consgrywdón
En la filLura 4.55. se representan los perfiles electroforéticos de la proteína soluble de
las muestras de AM N al níacemíada en congelación duran te tnn periodo de 30 días. En bacalao,
en ausenc¡a de VA (1’) no se observaron canubios en los perfiles respecto de la muestras
congeladas dii ra mí te 5 ti las (ligo ¡a 4,54 .,13). Sin onu bargo en bacaladilla hubo una disminución
tic la inlensídad dcl pico de nímosina (pico 3) y un aumento de los picos dc Ac (pico 5) y
protemas de la zona fl (‘1 M, ‘¡‘Ns y CLMs>.
Uní amínbas especies, cuando sc añadió 1 .5mM (le FA a la AMN descongelada (Fi’) no
se produjo ninguna al te ‘ación en cl patrón electroforético respecto al de la proteína
almacenada en c nigel ac i ó u sin VA (‘1’). Esto fue diferente a lo obtenido en merluza (figura
‘¡.52. a y b ), donde se había observado una disní moción ení el pico de miosina a los 15 y 42
días de conservación, aunque en esta especie la cantidad de FA añadida fue el doble y la
isol u b i Ii zaei ó u qtío se p roduj o fue niti elio más alta cío e en este caso.
En bacalao la conservaeióií en conígelación con FA durante 5 tIlas no había producido
uní efecto apreciable en los perfiles de bacalao respecto al fresco (figura 4,54., B, lotes Fi, F2
y F3). Sin embargo, cmi esta especie, en los lotes con 3 y 6 mM de concentración de FA, al
aumentar el tiempo de conservación ení congelación (figura 4.55., B, lotes F2 y F3) sc observó
una disniinucióíí en la intensidad dcl pico de la CPM (pico 3) y un aumento de la intensidad
de los picos de Ac (pico 5) y TM (zomía 6, pico a). En estos lotes se observó también una
disminución de la iiitensidad del pico 1. La disminución de dicho pico indica que hubo menos
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agregados ení los sobm’cn;ndamites (le los lotes F2 y F3, lo cual puede deberse a que estos son
dc peso molecular nmvor Y líO SC solubilizani, pasando a formar parte del precipitado insoluble,
En bacaladílla, el aumento del tiempo dc conservación en congelación a 30 días no
causó nuevos cambios respecto tic los observados a los 5 días en los perfiles electroforéticos
de los lotes con V¿\ añadido antes (le congelar, como se observa comparando los perfiles de
los lotes VI, 1=2y V3 de bacaladilla cíe la figura 4.55. con los correspondientes en la figura
4.54.
luí general, del estudio clcctroíorético se puede concluir que la congelación y
conservación en congelación se observó una implicación similar de todas las proteínas.
Durante la congelacióní y la conservación en congelación El FA provocó una mayor
agregación de la AM N aconíp¿nñada de una mayor implicación de la miosina en esta y de la
aparición de agregados covalentes que se detectaron en los picos 1 y 2 y que en merluza
1km ron id enti Ii cados e ni los geles al 7,5%.
¡ iii merí u za, cuando el V¿\ se añadió a la proteína en fzesco o sometida a desnaturali—
zación previa por un ciclo de congelacion y descongelación se observó mayor implicación dc
la nniosina en la agregación y se detectaron agregados covalentes solubles. Sin embargo, en
bacalao y bacal:.nd ¡ II a, en lotes sim ¡lares se observó participación de todas las proteínas por
igual en la agregación y no se detectaron agregados covalentes solubles, lo cual se podría
relacionar con cl menor efecto insolubilizante dcl FA sobre la AMN fresca de esta s últimas
4.7.2.— ESTUDIO l)E [A A(;RECACIoN DE AMN AISLADA
En el apartado 2.2. se indicó que a partir del SMi se seleccionó la cantidad de FA a
añadir a la A N4 N para poder estud ¡¿ir la naturaleza cíe los enlaces implicados en la fracción
insoluble e a sal formada dura ate la congelación y conservación de AMN aislada en presencia
o no de FA. liste estudio sc llevó a cabo cm el SM2 utilizando 10 mg/ml de concentración de
AMN y 6 mM dc conccntrtnciótí dc FA. Sc empleó mayor concentración de proteína para
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evitar problemas de baja sensibilidad en la determinación de la concentración proteicacuando
se realiza cl estudio dc extractabilidad del agregado. Para cada especie sc realizar?> das lotes:
testigo (1’), sin FA y con 6 mM de FA añadido <e. Como se ha indicado en cl apartado
3.2.6., en este estudio sc realizó lavado del precipitado al igual que en SM1b.
131 estudio de la naturaleza de la agregación de la AMN aislada de las tres especies uf
como del efecto dcl FA añadido a la AMN antes o dcspuds de congelar, so ha abordado en
el presente sistema modelo de fornía similar a corno se hizo en el estudio de extractabilidad
de proteínas miofibrilares de músculo (apartado 4~3.>. Es decir, se han analizado los valores
dc solubilidad en CINa y de extractabilidad del agregado insoluble en NaCI 0,6 M (Pl) de
tuanera compara: iva cn¡rc las tres especies (bacalao, merluza y bacaladilla) y se han estudiado
los resultados obtenidos en cada lote por separado pura así conseguir una visió¡iieneral del
proceso dc agregación en cada una de ellas.
Las cantidades dc AMN cxlrnkla dcl músculo en cada especia fueron (en gramos dc
AMN por gramo de proteina dc músculo): bacalao: 0.65 ; merluza: 0,63 ; bacaladilla: 0,55.
4.7.2.1.— Solubllf<lnd en NaCí 0,6 M ~Sí)
La figura 4.56. nítnestra la solubilidad dc la AMN aislada de bacalao (B), merluza (M)
y bacaladilla (A> en los lotes testigo (1) y con PA añadido <e en fresco (U) 9 durante la
conservación en congelación. Las tablas 4.36. y 4,37. recogen los resultados dc los
correspondientes andílsis de varianza de los datos anteriores en función del tiempo y la especie
y las tablas 4.38. y 4.3<). en función del tiempo y la adición de PA. El Intervalo de confianza
correspondiente a los anítilisis dc varianza cii función del tiempo y de la cspecic para los lotes
control y con FA se muestra cii las gráficas correspondientes en forma de barra.
En las tres cspecics~ la congelación en ausencia dc PA causó un descenso inicial en
la solubilidad en Nací <),6 M. A diferencia de lo encontrado en merluza y bacaladilla, en el
lote control dc bacalao la solubilidad mostró una dcsccnso más gradual a lo largo de todo el
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Figura 4.56.— Solubilidad en NaCí 0>6 M de la actomiosina natural (AMN) de bacalao
(13), nerln.nza (M) y bacaladilla (A). 13, M y A lotes testigo. E (FA)> M (FA~ y A (FA) lotes
con 6 mM de FA añadido. 0’: control cmi fresco.
Las barras verticales indican cl intervalo de confianza al 95%
corresponde a los lotes con FA, la de (tazo grueso a los lotes testigo.
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periodo (le conservación, alcan~aixlo valores similares a 10)8 dcl lote de merluza al final del
estudio.
i..a adición de ¡‘A a la AMN en fresco causó un descenso inmediato en la cantidad de
proteína soluble que Fue similar en las tres especies (sobre cl 30%). Este efecto también se
tíctectó ca el SMI (ligura ‘1.47.) aunque en bacalao y bacaladilla cl descenso fue inferior al
encontrado en el presente SM para las mismas especies. Esto podría deberse a la mayor
concentración dc EA y AMN, que flívorecería la reacción entre ambos. Al igual que se
observó en níeríuza en el SM 1, la accion i nsolubi lizante del FA se aeentuó de manera muy
imuportante cuando las ni ¡mcst ras tic merluza y bacalao fueron congeladas. Los menores valores
de solubilidad observados en las níuest ras con FA respecto al SMi (para la misma relación
pro te malí A) pu cdcni ¡mt vi bu i n~s’ —a la mayor concentración cíe AMN y FA empleada en el
píesemíte estudio, s~’ qt¡e u iia mayor concentración cte reactivo y sustrato facilitaría la
¡ n t eracciómí ciit re a ni bes, da m wio lugar a u mi mayor agregación.
Dc los resultados obtenidos cii el presente SM en cuanto a solubilidad en NaCí
0/> M LIC AM N, tanto cii iresco como durante Un congelación o por efecto dc la conservación
en congelación, sc pueden i n le nr las mu isnuas conclusiones generales que se extrajeron del
SMI para las tres es1.~ecics estudiadas (apartado 4.7.1.1). Sin embargo los resultados del SMi
y los del presente s sIc ¡ mm in odelo ponen de mani liesto diferencias en cuanto a cinética de
agregación dentro tIc umía ¡u imna especie. Esto podría ser debido a la influencia de otros
factores como estacion¡íl dad, estado iii ¡cml de la muestra, lugar dc captura etc.., también
uncí riaí atribu i tse a la tI st i n la concentración cíe proteína itil izada. Esto pone cíe manifiesto que
h s datos e xis te ti t es e e la literatura cmi cuant o a cinét i ca cíe agnegación hay que interpretarlos
con cierta piecaucion
En el SM2 un se encontm’ó ¡neremílento cíe la acción del FA 3 con el tiempo de
conservación en coníwlaeión. Siíí embargo, los resultados no descartan este posible efecto, cl
cual podría no observarse cuamído alcanziiii valores de insolubilizaciórn máximos desde las
etapas iniciales cíe la conísCrWnCiOil en congelación, como se explicó en SMi.
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Los resultados obtenidos en amitos sistemas modelo no nos permiten afirmar concluir
nada re§pecto a si la acción del FA sc incrementa durante la congelación (como afirmaron
Ang y Hultin (1989)), ya que, aunque este efecto se observó siempre en merluza, en cl lote
cíe bacalao se obser~’ai’on electos distintos en Limbos sistemas modelo y en bacaladilla no se
observó efecto alguno. l>or tanto, al igual que se concluyó en el SMi, podría existir
sinergismo entrc la acción del VA y la congelación, pero en esto parece influir factores
distintos cíe la especie: estacionLilidad, estado inicial de la muestra (tamaño, tiempo de
mantení im i ento en hielo), lugar de capí tira, etc..
4.7.2.2.— lCxt¡’netníbllld¡íd cmi SI>S 2% (S2) <leí agregado insoluble en NaCí 0,6 M (Pl)
En la figuras ‘1 .57.av b se representa la extracíabilidad en la fracciones 52 (obtenida
al tratar con SDS 2% los precipitados insolubles en NaCí 0.6 M (Pl) de AMN aislada de
bacalao, muerí twa y bacalad ¡ lía cii los lotes testigo y con FA añadido. Las tablas 4,36. y 4.37.
recogen> los resultados dc los correspondientes análisis cíe varianiza de los datos anteriores en
función del tienípo y la especie y las tablas 4,38. y 4.39. en función del tiempo y la adición
de FA. 131 error estandaid correspondiente a los análisis de varianíza en función del tiempo y
de la especie para los lotes control y con FA se muestra en las gráficas correspondientes en
forma dc baria.
En los lotes testigo, la cantidad de proteína extraída cíe Pl. inicialmente por 100 mg de
proLe (mía total ftíe iíiavor en iníerí tmza que en las otras dos especies (figura 4.57. a), entre las
que no se encontraron diferencias significativas. Los cambios a lo largo del tiempo solo fueron
significativos en merí twa y bacalao donde hubo una tendencia al aumento. Si se expresan las
fracciones 52 en porcentaje respecto (le Pi (agregado insoluble en NaCí 0,6 M (figura 4.57.
b ), encontranios que del agregado tomado se extrae más proteína en merluza, seguida de
bacalao y cíe bacaladilla, qt¡e presentO los valores menores. Hay que tener en cuenta que entre
merluza y bacalao las diferencias en porcentaje no fueron significativas a los 5 y 15 días y
tampoco entre bacalao ‘y bacaladilla a los 30 días cíe conservación. Los lotes de merluza y
bacalao presenitaroíi valores simwificat¡vaníenlt superiores al de bacaladilla hasta los 15 días
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de conservación. A los 30 dias de. conservación no st encontraron diferencias significativas
entre los valores de solubilidad tic bacalao y bacaladilla, aunque si las hubo entre estos y los
de merluza, que fueron superiores al final de la conservación. En conclusión se puede decir
que la naturaleza de Pl (ominado durante la congelación y conservación en congelación sin FA
presente depende de la especie.
Dc fornía general parece que en baeLilaclilla hubo mayor implicación dc interacciones
covalentes, seguida dc nierltmza y bacalao. No hubo cambios significativos a lo largo del
tiempo en nimígtin lote, aunqtme hubo interacción entre cl efecto especie y el efecto tiempo
(tabla 4.36.).
Ct¡ant.lo ci VA se añadió sobre la proteína en fresco, el agregado (Pl) formado
inicialmente (que su puso un 30% aproximadamente en las tres especies) se solubi lizó
completamente cuando se trato con SDS 2% en las tres especies (figuras 4.57, a y b). Esto
sugiere que cmi las tres especies la agregación inicial causada por la adición dc FA sobre la
protclmia en fresco i nterv iiíicron las interacciotíes secundarias cíe manera importante.
El agregado 1>1 obtenido tras congelar la AMN con FA añadido (figura 4.57. a) se
comportó de loriiía distinta en las tres especies. En bacalao, atmnquc no se pudo disolver
conípletamnemíte comí 8DM (figura 4.57. a), se extrajo un porcentaje muy alto de proteína (figura
4.57. Ii), clecreciemido posteriormente tanto el porcentaje como el valor real. Una tendencia
sim i lar presemitó el lote de merluza, pero tatito el valor real cíe la proteína solubilizada con
8DM como el porcentmc de la misma respecto al agregado PI. fueron inferiores a lo observado
en bacalao, i ¡íd icando u ¡ía mayor implicación en nierluza respecto a bacalao de otros enlaces
más fuertes que los secundarios. En bacaladilla se observó un descenso dc la extractabilidad
cii 8DM a los 5 días tic conservación tanto en valor real corno en porcentaje respecto al
agregado PI prc~c ita iRlo a partir cíe dicho cont rol valores constantes y mucho menores que
los observados cii iietluia y bacalao. En general, los resultados obtenidos en las tres especies
sugieren cjuc cii el agregado Ionnatk) por la acción conjunta de la congelación y/o
conservación en comígclacián y el FA existe una mayor implicación de enlaces covalentes (que
dificultaron el acceso y la ruptura de las uniones secundarias) en bacaladilla, seguida de
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merluza y de bacalao. Adciííás, a lo largo (le la conservación dicha implicación parece que
aumenuí cii bacalao y imíerí uza, mientras que en bacaladilla permanece estable.
Coníparantlo el precipitado Pl formado durante la congelación o conservación en
congelaciómí en los lotes coiítrol con el formado en los lotes con FA, se pudo observar que los
valores cíe cxtr¿ictabilidad cmi 8DM [tíerondiferentes (tablas 4.38. y 4.39.), dependiendo de la
especie (figímra 457. a y b). Así, en bacalao, en el lote control (figura 4,57., 13) se extrajo un
menor poI’cenukic ile Flote mía tíuc en los lotes coin FA añadido (DF). Esto significa que, en
bacalao, la níasor i usol ti bi 1 izac jón cmi NaCí 0,6 M observada en los lotes con FA (figura 4.56.)
durante la comígelac dii conservación en congelación ftme debida al establecimiento de enlaces
secu mida mi os Iii midaincn t a Ii ííe te. Por <it ro lado, eii bacaladi lía, clomid e la pérdida de solubilidad
cmi NaCí <),ñ M lite si iii lar cii los lotes control y con FA añadido, el porcentgt de Pl
sol ti lii 1 izado taui 2 ‘S 5 liS hmc ¡mii bien igual cii ambos lotes. Esto indica que, en bacaladilla,
tiílepend icííte iiicntc tIc qtie sc att icione o no FA, la part icipaciómi de interacciones covalentes
es la ni iSnia a lo largo tic 1 a conservaciótí en congelación. En merluza, al igual que en
bacalad i lía, la ¡ miii icaeióii tic las ti mi iones covalentes en cl agregado formado durante la
congelacióm fue semíme ¡ante cii los lotes control y con FA amíadido. Sin embargo al aumentar
el t icmupo dc comise rvac iómi hubo íííayoí’ part iei pación cíe dichas uniones en el lote con FA
(figura 4.57. b).
Es U is res ti It ;mt k is re IIej aii qtie, cmi ctiaií lo a la imp! i cación de un iones coval entes, la
naturaleza de la ;¡muc¡~;ícíomí y el efecto del FA sobre esta dependió de la especie. En general,
se observó nia vi ir part ci pación de estas interaeciomíes en bacaladilhia, seguida cíe merluza y dc
bacalao. El e recto ¡mis notable del VA sobre Ja agregación tuvo lugar en bacalao, donde> como
ya se ha indiedilo, provocó tití auíiícnto de la agregación por formación dc enlaces secundarios,
‘l’ambiémí, en las ¡íes especies se pudo observar que la agregación causada por el FA afiadido
en fresco tite tIe mí a¡ u aleta sec ti idaria.
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4.7.2.3.— Extractabilicíací cii 81)8 2% + /3—ME 5% (53) del agregado no extraído en SDS
2% (1>2)
En la figu ras 4.58. a y b se muestran los resultados de la proteína extraída al tratar con
5DM 2% II—MIS 5% (53) los agiegados insolubles en SDS 2% (P2~ en las tres especies,
ex presados en valor real y cii porcentaje respecto a Pi respectivamente. Las tablas 4.36. y
‘1.37. recogen los resultados de los correspondientes análisis de varianza de los datos anteriores
en fumíciómí dcl tienípo y la especie y las tablas 4.38. y 4.39. en función del tiempo y la adición
tIc VA. El error estátídamul corrcspondieii¡e a los análisis de varianza en función del tiempo y
de la especie para los lotes control y con FA se muestra en las gráficas correspondientes en
foni ia tic barra.
Sc observó tui coniportanílento diferente en las tres especies. En bacalao, el agregado
mío solubilizado uní 81)8 2% (1>2) [ticmuy conípacto y no se extrajo proteína en la fracción
83 ¡auto cuí el lote testigo uniío en el lote con FA añadido. En este caso no se puede descartar
la formación tic grupos S~S ya que estos podrían ser enmascarados por la formación de otros
enlaces coyale mi te s q tic no se roíiipeii comí este ¡ ra taní i ento.
En ííícrl un. la caiit idaul tic proteína extraída en 53 disminuyó a lo largo de la
comise iv ac i ó u ni ¡is rápida u íe ni e qtme emi bacal Lid lía, tanto en el lote testigo como en el lote con
VA anadído (figura ¿1.58. a). los valores cmi cl lote con FA fueron superiores en merluza, pero
líO Ii tilío (tire re ííc LIS si i~ni I’icat ¡ vas cuít re los lotes cíe bacaladi [la (tabla 4.38.).
Si se eons ¡tIc iii la piole luía extia ida coiíío porcentaje del agregado insoluble en NaCí
0,6 Nl (1>1) (figura .1.58. b) los valores muestraii cíue se extrajo inicialmente más proteína al
romííper cuíaces distí 1 [tiro cmi ilierluzLt que cii bacaladilla y más en el lote testigo que en el lote
con FA, ni ieíít tas que cii bacLí ladi lía íio hubo diferencias iniciales entre los lotes testigo y con
VA. Durante la comíservación cii congelación el porcentaje de proteína extraída disminuyó en
todos los lotes, siciíulo esta teiídencia niás acentuada en merluza, dc tal forma que los valores
de esta especie fueron iíiferiores a los de bacaladilla al final de la conservación. En merluza,
cii ci lote coiítmol la cLim¡ti(ltitl cíe proteína extraída en S3 en porcentaje del agregado inicial Pl
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Figura 4.58,— Evolución dc la extractabilidad en SDS 2% + 13—MB 5% (SS) del
agregado insoluble en NaCí 0,6 M (Pl). tu) expresada cix ¿ng prat. extraída por lOOg de
actonuosirma natural (AMN); b) expresada en porcentaje de proteína extraída respecto a la
protofiun dc VI. 13, M, A: lates testigos de bacalao, merluza y bacaladilla. E (FA)> M (FA),
A (FA): lotes con 6 mnM de FA añadido. 0’: control en fresco.
Las barras verticales Indican el intervalo dc confianza al 95%. La de trazo fino
correspondo a Los lotes con FA, la de trazo grueso a los lotes testigo.
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fue superior al lote comí VA, Buí bacaladilla el control dió valores inicialmente iguales y
posteriorincmít2 mii~í~’o~res qtuc cl lote con FA.
Con los resultados presentados hasta ahora no se puede inferir nada tanto acerca de la
participación de los enlaces S—S como dcl efecto del FA sobre esta> porque la formación de
otro upu dc enlaces coxalentes podda impedir el acceso a los grupos S—S por el 13—ME. Más
adeLante se consideraran los cambios en las distintas fracciones en cada lote por separado y
se ti iseut irá, cuamído sea posible, la patticipLlcióíl de estos enlaces.
4.7.2.4.— P¡’oteití¡í mio cM¡‘iíiola comí el tra ¡amulen to apliendo (P3)
El agregado no extraído con cl trataiviento aplicado (P3) que se formé en Las tres
especies se níut=sIviícii la ligura 4.59 a. Esta fue siempre mayor en los lotes con FA que en
los testigo en las tres especies. Este efecto Cite mayor cix merluza que en bacalao y bacaladilla.
En bucaladilla se tíbservauna los mayores valores tanto en el lote testigo como con FA. La
cantidad cíe 1>3 artuuíemitó cotí el ¡iemíipo de comíservación en los lotes con FA, sin embargo no
caínb ió en lOS lotes tcst ¡go excepto e mi bacalao.
[..,osvalores tic ¡>3 expresados cuí porceíítaje dc Pl (% P3/P1) se pueden observar en
la figtmrtí 4.59. b). lii electo de la adiciámí de VA fue distinto en las tres especies. Así, mientras
que C¡i nícrí twa piovoco ti n Líti ¡ííento en la participación de enlaces covalentes, en bacalao el
efecto [tío el eonur~irio. En bacaladilla el FA no causó efecto alguno en cuanto a la
participación Lic eovaleíilcs no 8—5 en la agregación.
Si comparamos los valores de ¡)3/~j obseuvados en las tres especies, en los lotes
testigo estos Inc ron superiores cmi bacalao y bacaladilla que en merluza, indicando que la
participttciéit de etílaces covalentes fríe superior en ambas especies cuando no se añade FA.
Sin embargo, en preseíícia de FA, la bacaladilla presentó mayor participación de enlaces
covaleu¡tcs mio 5—8 qtiti las otras dos especies.
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Figura 4.59.— EvoLución del agregado insoluble en SDS 2% + 13—ME 5% (P3). a)
expresada en mg prot. extraída por lOOg de actonílosina natural ~AMN);b) expresada en
porcentaje de proteína extraída respecto a la proteína de Pl. E, M, A: lotes testigos de
bacalao, merluza y bacaladilla. E (FA)> NI (FA), A (FA): lotes con 6 mM de Fa añadido. 0’:
control en fresco.
Las barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. La de trazo fino
corresponde a los lotes con FA, la de trazo grueso a los lotes testigo.
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TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
Si (T)
32 <T)
33 <U
PS (T)
Si <E)
32 <E)
33 (Fi *
PS (E) *** ***
Tabla 4.36.— Amiálisis de la varianza correspomidiente a la medida de la cantidad dc proteína
presemue cmi las fíacciones SI (NaCí 0,6 M~, 82 (SDS 2%), 83 (SDS 2%+ ME 5%) y PS
(agregado mío extraído por el tratamiemíto aplicado), obtenidas de la actomiosina natural (AMN)
tic bacalao (1.3), uííerhtza (M) y bacaladilla (A) (merluza y bacaladilla solamente, en el caso
de 83) conservada en congelación (—200C) durante 30 días cuí los lotes testigo (Si, 52 y 83)
y coíí 6uuM LIC forníaldelxído (FA) añadido (SiF, 8W y 8SF), en función del tiempo dc
conservación y (le la especie esttid iLIdLt.
TiEMPO x IiSPECIL = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie.
= Efecto sigiíificativo a ¡‘<0.001
* Efecto sigo ifie¿ít ivo a P<0,0 1
~ Efecto significativo a l’c0.05
Efecto no significativo
TIEMPO ESPECIE TIEMPO x ESPECIE
82/Pl (T>
S3/Pl (T) *** **
1~3/Pl (T)
S2/PI. (E) *** ***
83/Pi (1”) ***
P3/Pí (E) ***
~ t ~
*
*90:
Tabla 4.37.— Amiálisis de ¡a variamíza correspondiente al porcentaje respecto a Pi (agregado
insoluble en NaCí 0,6 M) cíe proteína presente en las fracciones 82 <SDS 2%), 83 (SDS 296+
ME 5%) y ¡)3 (agregado proteico no extraído con el tratamiento aplicado), obtenidas de la
actomiosína natural (AMN) de bacalao (13), miíerluza (M) y bacaladilla (A) (merluza y
bacaladilla solamente, cii el caso de 83) conservada en congelación (—200C) durante 30 días
cii los lotes testigo (T) y con úmnM de formaldelíldo (FA) añadido (F), en función del tiempo
de eomiseivLtción y de la especie estudiada.
l’IEMI’C) x ESPECIE = Interacción entre el efecto del tiempo y de la especie.
* ~ = Efecto significativo a 1>4.001
Efecto sigí fifica¡ ivo a l><0.0 1
*~ Efecto sign i [icativo a PcO.05
Efecto mío significativo
*
TIEMPO FA TIEMPO x FA
Si. (E) *** ***
82 (13) *** ***
¡33 (13) *** ***
Si (M) *** *** *
82 <M) ** ***
83 (M) **‘k ***
¡33 (M) *** ***
Si (A) *90: ***
82 (A) **‘k ***
83 <A) *
P3 <A) *** ***
Tabla 4.38.— Análisis cíe la variamíza correspondiente a la cantidad de proteína presente en las
fracciomíes Si (NaCí 0,6 Nl), 82 (SDS 2%)> 83 (SDS 2%+ ME 5%) y ¡33 (agregado no
cxraldo por el tratamiento aplicado), obtenidas cíe la actomiosina natural ~AMN)de bacalao
(II), merluza (Nl) y bacaladilla (A) conservada en congelación (—200C) durante 30 días en
función dc la adición dc 6níM (le formaldelíldo (FA) y del tiempo de conservación.
TIEMPO x VA = interacción entre el efecto del tiempo y de la adición de GmM FA.
* * EkUO significativo a PcO.00i>
** = Efecto signiñeativo a lkO01,
= Electo significativo a lkO.05
Efecto no significativo
TIEMPO FA TIEMPO x FA
92/Pl <¡3) * *** **
¡33/Pl (¡3) * *** **
92/Pl (M) * ** **
93/Pl (M) *** *
P3/Pl (M> *** *** *
92/Pl (A) *** **
83/Pl (A) *** ** *
¡>3/Pl (A> *** *
Vabla 4.39.— Análisis dc la varianza correspondiente al porcentaje respecto a Pi (agregado
proteico imsoltílle en NaCí 0,6 M) de proteína presente en las fracciones 82 (SDS 2%), 83
(SDS 2% ‘í ME 5%) y 1>3 (agregado no extraído por el tratamiento aplicado)> obtenidas cíe
la actomiosina natural (AMN) de bacqiao (13), uííerluza (Nl) y bacaldilla (A) conservada en
comígolaciótí (—2m0) durante 30 olías en fimuición de la adición dc 6mM de fornialdehíclo (FA)
y del tiomupo de conservación.
TIEMPO x VA interacción entre el efecto del tiempo y de la adición de 6niM FA.
• Efecto significativo a P<0.001
* Efecto sigmiluicativo a PCO.OI
~ Efecto sigmí ificativo a ikO.05
Efecto mio significativo
I?gsutr,ínos 1’ fl,scugnn
En etiamuto a los eLlíuíbios a lo lLírgo del tienípo, en los lotes control estos no fueron
significativos, pos lotes con LA anadído, sin emíbargo, presentaron una tendencia hacia el
aumnemito en la proporción ile cuilaces covalentes no S—S en la agregación.
4.7,2.5.— N¿ítt¡ralczu de la agu-egacióii a lo largo dc la conservación
Como ya se ha indicado, en este sistenía unodelo también sc estudia separadamente en
cada lote la evol ite ión en los cambios cuí solubilidad y extractabilidad del agregado insoluble,
Con ello se pietentila obtener uuía visióíí geííeral dc la naturaleza de la agregación y sus
cnunb ios a lo largo ile 1 t ¡ciii ~ cuí cada lote.
En las Íigturas 1.60 a -1.63, sc muestramí los resultados del estudio cíe solubilidad para
cada una de las especies. Vii cada [igturase representa la AMN soluble en NaCí 0,6 M (St)
e juisolímble en NaCí (>6 Nl (1>1) y el porcemítaje del agregado insoluble en sal (Pl) extraído en
SUS 2% G2) y cii 51)8 2% + jYME 5% (SJ) y no extraído (P3).
i.~íí la figu ma 4.60. se ni nestramí los resultados en el lote testigo de AMN de bacalao (13).
Emí ella sc olmseíva tille liii bo u o :uu iiíento gradual de la cantidad de agregado formado durante
la conscrvLíción, simí cmii baugo la natturLuleza de los enlaces imnpl icados cmi dicha agregación no
cLiunhió. En cst¡í 1 ntcrv iii icrun cuí gran proporción los enlaces covalentes puesto que una gran
parte del agregailo no pímtlo solu liii izarse cmi las condiciomíes empleadas No se cletectó proteína
extraída cii 53, lo cual podría ser debido LI que la formíiación de enlaces covalentes no S—S los
enumíascare.
Etí la íigti r;í 4.6 1 . se niucst rumí los resultados para el lote de AMN de bacalao con FA
añadido (13V). Vii este sc observa que htmbo uíía forníaciómí cíe agregado por efecto de la
cotígelacióií tnucl in iííayor que lo observado cii filetes, sin embargo la cantidad no cambió a
lo largo de la conse mvac ióíí. l>ou otro lado, la naturaleza dcl agregado) cambió a lo largo de la
conservación, Lic tal níaimera que sc observó un aumento en la proporción de P3 y por tanto
de particip:mción ile eiílaces covaieíítes en el agregado. Este aumento fue el causante del
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deseemíso> observado cii la puoporciómí ile 1 LI fracción 82, o prote ími extraída mediante la Ruptura
de emílaces seemumidarios Comí SDS 2%. En este lote tampoco se detectó proteína extraída en 53,
lo cual podría expí icarse ~ la mii isnía rLízóui que se indicó en el lote anterior.
De la eom’nparacióií dc los dos lotes dc AMN cte bacalao (testigo y comí EA añadido)
se puede dcducim’ que el VA produjo tuna mayor agregación. Sin embargo esta diferencia cmi
camutidad (le LI gregado lorniado fue debida sobre todo al establecimiento de uniones
sectunclarias, 1>ov lo tanto la acción del FA se manifestó tanto en cambios en cantidad dc
agregación conio en proporcioíi ile los enlaces implicadas cii la unisnía,
En la figura 4.62. se obsem’vaíí los datos obtenidos en el lote testigo de AMN de
nierluza. lSn este caso, la caiít íultíd de agro4yído formado inicialmente fue mayor que en
bacalao y sc mííanttmvo comístante a It) largo (le ILI comservación. Sin emnbargo la proporción de
los enlaces imuhil icados cauíí Iii ó al LIII mentar el tiempo cíe comíservación. Sc observó un aumento
cmi la ~ dc 1 ‘3 y por tau to de emílaces coivalemutes implicados. Este aumento fue
aconipañailo de tun Lleseemiso cii LI proporción (le la fracción S3> lo etual podría ser debido a
que los enlaces 8-5 no somí detectados debido a la mayor presencia cíe enlaces covalentes
(como ya se lía i tíd icado cii bac;íla o). En cuanu> a la fracciómí 82> sc observó un aumento,
pero, como ya sc lía i íd icailo cuamíilo se estudiaron los cambios en los clistimítos lotes en dicha
fracción, este no fríe si í~miii]c~ mmi yo.
En la figura 1.63. se mu tu est mmi los datCis relativos al lote de AMN cíe merluza con FA
añadido. Sc puede obseivar qtme hubo u mía formación cíe agregado mayor que cmi cl lote testigo
aumíqume la camít iílad del un ismíío no caiíí bió a lo largo (le la conservación. A pesar cíe ello, si
hubo cambios en ciiaiito a la pioporciomí de los clist intos emílaces impí icaclos, ya que se observó
un atímento i muporta nte e mí ¡LI [raccióui 1>3 acompañado de un descenso en las fracciomíes $3 y
82. As!, autíquc imuiclainíente sc pudo extrLmcr todo el agregado rompiendo enlaces secundarios
(con SOS 2%), a lo largo tic la conservación este se mííostró cada vez menos extraíble por el
trataun ien¡o apI icacio, debido a la foríiíaci ón cíe mii ayor ntimcro enlaces covalentes.
Por tanto, en inerímíza, la adiciómí dc FA provocó la agregación de la proteína en fresco
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(t iemnpo 0) (‘ti uítl;mmiiental niemí w í~or iíteraceioiíes secundarias, Sin embargo> al aumentar el
tiempo de cOmiserv¡ícióií, cl jiorcemitaje ile proteíuía extraída al roníper enlaces secundarios fue
muenur en presemicia de lA debido a la lorníaciómí de mnayor proporción de uniones covalentes
no 8—8.
testim’o
En el lote tIc bacaladilla (figura 4.64.) los resultados indican que la agregación
observtttla Une iliavor >‘ con uiiLmyou’ iniplicación de enlaces covalentes no 8—8 que en bacalao
y merluza. Miemít ras que porcentaje de agregado no extraído fue mayor en esta especie, la
proporciómí dc la lraccioii dc proteína extraitla al romper enlaces secundarios con SDS 2%
(52) fue níenor. No sc ilcteetaroii c¿mni bios a lo largo de la comíservación ni en cantidad ni cuí
proporción dc los cmiincc s ini pl ¡ c¿mtios en la agregación.
1 ~iílnc~ml ai liii; m. ¿ml igual qtme cmi níerí uza y Ixteal aO) (figo ras 4.61.. y 4.63.), la adición cíe
lA p~~’<>có agreg;mc ioíí tic la rute ma cuí fresco (0’) por eiílaces secumídarios fundamentalmente
(Íigu ma 4.65,). 1 ‘oste r Íornicíit e, la run~orei ómí tic las dist imitas fracciones obtenidas fue simiíilar
qtmc cuí el lote test i ge ( ligtí ma 4 <íd.) y tanipoco caiíibió a lo largo del tiempo de conservación>
mi míque la caiím id;míl dc a>t regailo formí inda debi tío> a la acción del FA fue mayor.
Em í bac~ mí; iii u; i . ¡ mm t ni ito. el lA :mct uó ¿tumuemí ta ndo la eeuu idad de agregado formado,
pero no en la pioj umición tic cii laces i míípi ic¿mdos cuí esta agregación. Las cantidades de agregado
imisol u bIt cii mil (1>1) loe ten iIhS al tas y p¿mrecidas en aníbos lotes cJe esta especie en
comparaciómí con le olíservatio cii las otras. ¡3sto, unido a los resultados obtenidos en
exttact¿mbi 1 idad dci ¿utucuade parece sugerir cíne cuando la proteimía está más desnaturalizada
la ave Viii dcl hA tamit o cii camít dad tIc agregacióíí comíjo cii naturaleza cíe los enlaces
implicados cmi i;m iu¡siiia es menos evideiite.
.1 ¿16
I?csuti>tnos Y Discusio»
4.7.2.6,— Elect molomesis 51)5— PÁG E
‘4
CumbiossIgcirofomÚko~ ~nl&AMNsxtrnkL comí Nací 0.6 M ~Si
)
Los perfiles electroloreticos de las fracciones solubles en NaCí 0,6 NI de los lotes
testigo de bacalao (I’igu ras 4.66.) y nierítuza (figuras 4.67.) no se alteraron durante la
conservaciómí cii comigclac ¡ómi, ni ient ras ~ime en los de bacaladilla <figuras 4.68.) la proporción
de [iLíadatic (‘1 ‘M cii el densitogi’amíía tl¡sm muyó, i mícrenuentamído la cíe las bandas de PM
inferior a la ¿\c. U ii:i tendcmícía si iii i lar se observó en el SMI en bacaladilla (figuras 4.53.,
4.54. y 4.55.). Si o ciii liargo los cambios fueron menos acentuados en el SMi que en el
presente est tíd ¡o, al igual qtic lo l’u e la caída de solubil Riad (figuras 4.49. y 4.56.).
1 .~í adición tic i’V\ a i~ms muestras en fresco provocó en las tres especies un aumento en
la inteiísidad di’ 1 pico 1 ( ligti ras .1.66., 4.67. y 4.68.), imídicando la presencia de agregados
ct,valentcs, esto coi iic ¡tic coii lo obten ¡do> cuí mierl tmza en el SMi (figuras 4.50. a y b).
Un toilos los 1 otes, cuando las inuestr¿ms comí FA fueron congeladas, la banda de la CPM
smi o ti yó ni leí it ras q tic ¿mu ni en tú el porcentaje de las batidas cíe PM inferior a la Ae. Este
efecto fue imiás :mpaicimte al Fin¿ml dcl periodo de conservación. También se observó una
cl ¡sta i nm.mcióuí dcl pica 1 , p~ ie.iido de uiiani fiesto el aunuemíto de tamaño de los agregados de
miattmmaleza cov¿mlciitc ¿ml ¿mtmiimciitar cl t icilípo de comiseuvación.
En b¿mcai ad ¡lía sc LmiiicciLum’oii ca nibios parecidos por efecto cíe la congelación y
conservación cmi congel;icióii eoii FA cmi el SMI, aunque fueron menos acentuados, Esto podría
re lacioiíamse cuí í la menor i misol ubi 1 izaci ón detectada cmi esta especie en SMI. a la misma
proporción piole imiah A (lígu ras 4.49., F2 y 4 .56,, AFA).
[:11haca 1 ¿mu t ¿mmi mliidii sc apreeiam ni estos c~mnibios cuí SMI. por efecto dc la conservación
en congelacióii comí lA (figura 455., V2 ). Sin embargo, la congelación no produjo cambios
en el perfil (Íigtm ra .1.51., ¡‘2 ). 1 ~stopodria relacionarse también con la menor insolubilización
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observada cii SM 1 (ligura 4.4W, ¡“2 y 4.56., BFA) y que pudiera atribuirse a que cl daño
causado por cl FA sc incremento cuando la concentración dcl mismo y de la proteína son
“4
mayores.
¡»bio>.¡ ulccrofor¿íwus vn kiprwcfnu extmfcin con SDS 2% (SZ
)
1 .os ¡cíí¡ les tic las fracciones cxtíi¡fdas dcl agregado Pl al romper enlaces secundarios
con SUS 2% (52) dc los lotes testigo y con OmM de PA añadido en las tres especies lotos se
rcprcsctuan en las figuras 4.69. a 4.71.
las pmotcín¿ís níayorit:mrius, nl igual que cuí SI., fueron ~PMyAc. En bacalao (figura
.1.6’>.) y ííícrlutí (figui:m .1.71>.) sc observó etí general una mayor proporción de CPM que la
udotectoda en la muestra de SI correspondiente al fresco. Esto se explica por el enrIquecImIento
en CI>M dcl ugt egado 1>1. debido a la mayor ¡nsolubilización observada en dicha proteína en
St. En tmcnladilla (figura 4.71.), a posar dc que lamblón se detecté una disminución
I¡nportaíuc etí la proporción tic (VM en el Si, no se observó la presencia de una mayor
proporción en 52. imídlcando que cl 1>2 en esta especie está cnrlquecldndosc en CPM debido
a una mayor imí’ilk¿ídón dc dicha proteína en la forunaelón de enlaces covalentes. Bato No
anón evideajie en los lotes con VA.
Vn cu;míuto ¿u la acción del FA sobre lo composición de la proteína extraída en esta
fracción, los íwrf¡lcs eicctrofor¿¡icos muestran que esto fue ditbrcnte según la especie. Así, en
bacalao (figura .LCa’I.) a observó un incremento de protcfna en el pIco 1, IndIcando que en la
fracción 52 nc extraen agregados covaleiíios que se han formado por la acción del PA añadido. y
Ea> merluza (ligura “1.7<>.) sc observó tui aumento dcl pico 1 más dramático en el lote con FA
tras 30 dios tic eonscrvaciómi. liste aumento del pico 1 se acompafid de una disminución en la
intensidad dcl rico de (~l’M. Mattlicws y col. (1979) observaron un efecto similar durante la
consarvación por congci:tción dc músculo dc bacalao. Llm y [‘mrd(1984) observaron en
.I2hipogloso negro la presencia dc esta banda de PM elevado al tratar con SDS el precipitado
insoluble en sial obtenido tlumamite la conservación en congelación. En bacaladilla (figura 4.71.>
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no se observ¿tmoii dileremicias debidas a la adición (le FA. Tampoco se observaron en esta
especie agregados de almo PM cmi los gel es, probableníente debido al mayor tamalio dc los
mismos, lo ctmal explica los datos de solubilidad en SDS (S2) tan bajos encontrados (figura
4.57.). Fmi bac¿mi adi lía li¿my t~tíe tencí’ cii cuenta que el atmníento relativo que se observa en el
picO 2 es artificial y eatmsado por el ajuste del perfil para poder mostrar con claridad los
canibios, ya qt.ie la coííec mit ración cíe la mnuestra fue muy baja.
l.os íícrliles tic las iracciones 82 a los 30 días muestran el efecto dc la conservación
cii congelac iómi sobre la coiiiposic iómí de la proteína extraída comí SDS 2%. Este ftme diferente
en cada especie y cii (tmmiciúii Líe la adicion cíe EA. En bacalao (figura 4.69.) mio se observaron
cambios cii aiiilios lotes (testigo y comí 6mM cíe FA), En níerltmza (figura 4.70.) no hubo
cambios en el lote tcst iííbargo cii cl lote con FA hubo un aumento del pico 1 y unaiuo, siíi c
dismn intmción ctímicoiii í tamít e ile la i ntciisitlad cíe! pico cíe CPM en el último control realizado.
Esto indica, cii iíic rl tiza, ci FA iíecesi ta mayor tiempo cíe comíservación que en bacalao para
provocar el e lcct o va come mitado tic aparicióií de agregados formados por la intervención de
enlaces covalemites í~íí 52. Mc poíiikm ¡ííferir que el FA aumentó la cantidad de este tipo de
emílaces en 1> i y que csta acción se vhS favorecida con cl tiempo cíe conservación, En
bacaladílla (figura 4.71.> se observó que, cmi ambos lotes, la conservación en congelación
proilujo tmiía ilisní i ímucióii cíe la ji mteiísidad cíe la bamída dc CPM y un aLmmento en la dc la Ac
y l>M inferiores a 2t> kl)a ((‘l~Ms). Emí bacaldilla no sc habían agregados covalentes no S—S
cmi ILI fraceioiies 82 al 1 mí icio dcl estudio y la conservación cmi congelación tampoco dió lugar
a la apariciúii tic los miiisiíios cmi las electroforesis. l3sto sugiere que los agregados formados
soo de t amíí a ñ ni a vom que cmx las otras especies y no son extraídos en las fracciones solubles.
~ SDS 2% + 6—MB 5% (S3
)
Los 1.íeifilcs de las Iraecioiíes proteicas extraídas en SDS 2% + 6—ME 5% (S3) dcl
agregado Pl cíe los ilistimítos lotes cmi merluza y bacalclilla se representan en las figuras 472.
y 472. Fu chltís se observa que las proteínas que sc extraen en mayor proporción son CPM
y Ac. Esto puede explicarse de la misma níamíera que sc hizo con los perfiles de la fracción
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S2 en cl apartado anterior. En níerluza (figura 4.72.) se observó mayor proporción de CNt
que en bacaladilla Cf ¡gura 4.73.), lo cual se podría explicar por la menor proporción de CPM
en la AMN dc t’aealadilla <figuro 4.68.j:<Adeniás, cabo señalar que ca merluza (figura 4,72.),
cl loto testigo presentó una mayor lttet’isidad dc las bandas en la zona entre la CPM y la Ac
con respecto a lo olsen’adu en fresco <figura 4.67.). Esto podría atribuirse a agregación
covalonte no S—S dc proteínas dc Igual o menor PM que la Ac o a una posible proteollsis.
fil efecto del VA cii ambas especies fue aumentar la Intensidad del pico 1, aunque en
bacaladillu sólo sc observó este efecto a los 30 días dc conservación. En esta especie, como
ya sc ha lndkado, iit sc olmervuron agregados en cl sobrenadante S2 (figura 4.71.). Matthews
y col. <1979) observaron la apmicióí’í dc una batida correspondiente a proteína de alto PM en
los utobrcnatktntcs obtenidos al tratar con SDS y 11—ME los agregados Insolubles en sal
‘a
formados durante la conservación por congelación a —it de músculo de bacalao picado. Lim
y ltuard <1984) taníhidn trataron el agregado Insoluble en sal formado durante la conservación
en congelación a — ¡ <re dc músculo picado de hipogloso negro con SDS y p—ME, detectando
la prcscnciu y aun¡cííto a lo largo dcl tiempo de dicha banda dc alto PM. Al Igual que lo
obtenido en nuestro c¿mso ci: bucaladil la, Llm y Haard (1984) comprobaron que esta banda era
más Intenso cuatído It: p,otcitw se solublllzaba con SDS y o—ME que cuando se solubilizaba
únicamenle con 513$.
Al aumentar ci tiempo dc conservacIón no hubo cambios Importantes en ambos lotes
do merluza (figura .1.72.). En b¿tcolndifla <figura 4.73.), en el lote testigo> se observó Un
incremento dc la imnetísidad de kw bumídas en la zona 4 al cabo de 30 y en el loto con PA se
observó un uutíícnto del pico 1. Se podría Inferir que, en ambas especies, el PA aumentó la
purticlpneió¡i dc los enlaces covalentes cmi cl agregado no extraído con SDS 2% (P2) y que
esta acción sc vii favorecida con el tiempo de conservación. Esto corrobora lo observado en
los estudios dc exiraciabilidad (apartado 4.7.2.5.>
Dc los resultados obtenidos se deduce que la congelación y conservación en
congelación produce la agregación dc la AMN, de tal manera que la solubilidad en NaCI 0,6
M disminuye. La cantidad dc proteína Insolublizada depende de la especie y de la adición de
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FA. En csUt ajucg:ícioíí imuervienen interacciones secundarias y covalcutes disulfuro o no
distílfuro. Esto t$t¿i de acuerdo con lo encotitrado por fluchiya y col. (1979), flang y col.
(1988 a y b) y (‘olmades <3994). en SM y por otros autores en músculo entero o picado
(Matthcws y col., 191(t); Uní y llaard, ¡984; Owusu—Ansah y RultIn, 1986). SIn embargo, la
Implicación dc estos depcmnlc tamnbidtí de la especie y de la presencia o no de FA.
En ¿tostad;, de FA. ci: bacaladilla la agregación fue mayor y en el agregado formado
hubo níayor ¡‘artid¡’acióo dc ¡ntcraccioííes covaleníes que en merluza y bacalao. Respecto a
la participacion dc pupos 5—5 cm: cl agregado, debido a que la proteína agregada por esto tipo
dc enlaces ¡timede entíwsemarsc cuando se forniaíí otros covalentes y pueden no ser detectados,
por lo tute no se pudo est~tbkccr comparaciones entre los distintos lotes de las tres especies.
Sin embargo. ci Ircho dc que sc extraiga protelmia del agregado no extraído con SDS 2% (PZ)
por tratamiento dc este comí 51>5 2% + 8—ME 5% (S3) en algunas lotes Indica la participación
dc estos enlaces en Li ¡que>wciótí.
1 ~.adidún dc FA ¿í la AMN en fresco, ¡ndepcmxdlentementc de la especie, produjo una
agregación tíchida ft¡ndauíícmnalnicntc ti interacciones secundadas, puesto que se puedo
solubilízar cii su totaludatí, cmi: cuando no se puede descartar la partIcipacIón de enlaces
disulfuro o cov¿dcmitcs tic otro tipo. ya que cmi las electroforesis so observa la presencia de
agrcgndtm sol¡ml’les en 51>5 2% a través dc un aumento del pico 1 respecto del control.
la ucciúírdd FA dímrnuite la congclacióií y conservación en congelación dio lugar a un
descenso dc Li solubilkl:íd respecto al lote testigo en las tres cspccics, causando adornAs
cambios en la m:;:turale~~m de esta agregación. Podría establecese una relación entre la calidad
de la prolcímia y los cuííibios observados. MI, si tomanios como indice dc calidad inIcial dc
la protelmía la soi:íhil¡datt de la AMN en MaC! al congelar se deduce que cuando esta be muy
buena (bacalao). cl FA tuvo un gran efecto agregante, aunque las Interacciones que dan lugar
it esta mayor agíegaciolí Fueron muy ddbilcs. Cuando la calidad fue inferior (merluza>, cl
efecto agregante del VA fue menor pero aumentó la particIpación dc enlaces covalentes en esta
agregacida com: cl tienipo dc conservaciómí. Cuando la calidad inicial fue baja (bacaladilla), se
observó una gran proporc¡óii dc eíílaces covatíentos en la agregación desde cl Inicio y la acción
151
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dcl FA fue r~c~ cvideiítc tanto cmi camítidad de agregado formado como en proporción de
cmi laces coxal umí tes x’ c~mi’mi 1 i os cii esta a lo largo del tiempo.
.4
El F¿\ diii v;mloíes dc ¡iisoltibilizaciómí similar en dos muestras dc distinta calidad (figura
4.55., Nl y A). síu cmiibaígo, la miaturaleza dc los enlaces implicados en esa agregación así
como los cambios cii esta a lo largo del ticmíípo de conservación fue muy distinta en ambas.
I~sto Imace tíuc la comitioveisia sobre si el FA forma o lío enlaces covalentes tenga que
cíífocamsc de ot ma miiancta, dada la iii llímencia de la calidad inicial de la proteína en la acción
del mííisiímo.
1 ~m¡It e sc mit’ ¡a dc ¡mwcI!dmdtis de alto peso molecular detectados en todas las fracciones
sol tildes y e Nt ma itías 1 mití le;: la ¡mit icií)aciiii) dc los enlaces covalentes en la agregación desde
cl inicio dc l;t mii ¡simm. 1 ~stofue míiCms e vidente cmx los lotes con FA añadido, lo que sugiere la
¡o litio micia tic 1 iii ¡sino cii l;m inhume dii tic dichos enlaces. Esto corrobora lo observado en el
csttmd jo tic C\ ti act~itxi l ¡dad dci agmeg;ithi ¡misoltible en merluza y bacaladilla. En bacalo no se
olxsctvó ím í í Ii it it’ mxi e mxi: le la iii opm wc ¡ dix dc la Fracción no extra Ible por efecto del FA, sin
omnitírgo, itís u esmuimados tic clceminloíesis sugiereíí que este tuvo lugar aunque no fue detectado
por cl estudio :lt csimacm;mbilidtmd.
l~:í tuídns los c;msns, las ínoteiiias cííme más participaron en la agregación fueron la
ni ms ¡ mía y l;m Att cspcei;íl ¡nemíte la pmimíiera. III FA aumentó la implicación dc la misma en la
agrc~mciói:, tie¡wntiicndo estc electo tic Itt especie. El tratamiento con SDS 2% dcl agregado
imísolo tic bm míxa~ lix ci h is lotes tcst ¡go peri:: it ¡6 extraer CPM en una proporción superior
rcs¡ice to a 1 a vmíct u itt ada cii liesco, i 1 íd¡ca mido cute cmi ausencia de FA, la mayor agTegación
observada cm: esta lillíte ín;m sc debió a i míteracciones secundadas, Sin embargo, cmi los lotes con
VA no lnml’ux u mía íiiavot ex m i¿mcción de CPM cmx SZ o S3 a medida que el agregado insoluble
(1>1) sc cnt lijimee id cmi la ti: ismna. 1 >or lo tLiiito, se podrfa inferir que el FA favoreció la
¿ígregac ¡dii tIc ¡ ( ‘1 Nl pi xi ciii ¿mees ci mva 1 emites dura míte la conservación.
En los esimíthjos tic e.xti¿mctaliilidad tic míxúsculo (apartado 4.4.3.) se observé un
incrcmímcmimíx tic la iíiiplieaciúmi de la Cl>M en la formixación dc enlaces covalentes al aumentar
1.52
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cl tiempo dc coííscmvuciúí:. ‘le:íieíídn cmx etíeííta lo obscrvado en cl presente sistema modelo,
cstc nunlciUt~ pnd:Óx íe kw iníxarse con el atunemito en la formación de FA detectado a lo largo
dc la conse. yv :xeiómx,
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5..- CONCLUSIONES
a.,
1.— En los lotes se detecté una distinta runcionalidad inicial y, con el tiempo de conservaelón,
una disminución dc la funcionalidad dc músculo, un Incremento en la resistencia a la
eizalladurt: y un aumento cmi la formación dc DMA y PA diferentes en función de la especie
y, en bacalao, dcl grado de integridad dcl músculo. Por lo tanto se ha obtenido un sistema
adecuado para estudiar la insolubilización dcl músculo y la formación dc agregados en
condiciones homogéneas y en el que los cambios cmi funcionalidad y textura variaron a lo
largo de la conservación en congelación.
2.-. La agregación observada cii músculo picado y filetes dc bacalao y músculo picado de
merluza y bacaladllla se ha manifestado en una disminución de la extractabllidad de las
proteínas rniofibrik,rcs en NaCí 0,6 M y utí conslguletíte incremento en la cantidad de proteína
extraída en SDS 2% y SDS 2% + ME 5%, y en muuchos casos, ca un incremento de la
fracción no cxtra!da por estos agentes. Adenitis sc han detectado agregados solubles en las
fracciones extraídas en NaCI 0,6 M, SDS 2% y SDS 2% + MB 5%, que sc han puesto de
maniflerno por electroforesis en geles de pollacrilamida cii condiciones deanaturalizantes, por
microscopia electrónica dc transmnisión y por cromatografía de filtración en gel.
3.— La velocidad de agregación de proteínas miofibrilares en Nea 0,6 M dependió de la
especie y del grado de integridad del muiúsculo. Adenitis, en músculo picado dc bacalao existió
evidencia de un aumento en númucro y tamaño de agregados solubles en MaC 0,6 M con el
tiempo de conservaciómí. Aunque no hemos emícontrado evidencias directas en otros lotes, no
sc descarta que esto ocurra.
4.— Las prowinas que más participaron en la formación del agregado no extraído en NaO
0,6 M fueron la miosina y cmi menor grado la actimía, observándose mayor participación de la
miosina en bacalao y lrncalad¡lla. Las tropomiosinas y troponinas fueron las menos implicadas.
Esta distinta contribución dió lugar a cambios en la composición de la AMN extraída en NaO
0,6 M.
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5.— Paralelamente a la agregación, tuvo lugar una desnaturalización de la miasma durante la
conservación en congelación, que se puso de manifiesto por la pérdida de actividadATP—ásica
‘4de la AMN por uííidad de CPM. Esta desnaturalización fue más lenta en filetes, lo cual podría
relacionarse con la níencí’ perdida dc extractabilidací en NaCí 0,6 M observada en este loto.
6.— La funcionalidad inicial observada cii los diferentes lotes y su disminución en las
fracciones extraídas cii NaCí 0,6 M con el tiempo de conservación se relacionó con las
diferencias en composición proteica y estado cíe desnaturalización y agregación.
7.— En los agíegaclos dc proteínas nilofibrilares de la fase no extraída en NaCI 0,6 M
participaron cmílaccs secundarios, S—S y covalentes no disulfuro y su porcentaje dependió de
la especie, pero no dcl grado cíe integridad. Emí los agregados solubles se detecté la
implicación dc enlaces covalcutes cmi todos los lotes. Además, en músculo picado de bacalao
se observó taníbién participación dc iiítcracciones sccuíídarias y/o disulfuro que no se pudieron
detectar en los otros lotes, aunque mío sc descarta su existencia.
8.— Con indepemídemícia dc la cantidad de proteína agregada, la importancia de los distintos
tipos de enlaces cmx el agiegado no extraído cix NaCí 0,6 M cambié a lo largo de la
conservación. En niusculo picado sc observó uii auníento en la proporción de covalentes. En
bacalao se debió a ~ininememnento de enlaces S—S, mientras que en bacaladilla supuso un
aumento en la participación cíe covaleíítcs íio S—S y cmx merluza de ambos. El menor grado de
integridad del mxi isculo sc t radu jo cmx ti un mayor proporción de enlaces S—S.
9.— De las protelixas que participaron cii la agregación, la miosina pasé a formar enlaces
covalentes a mayor velocidad. Esto Fue especialmemite evidente en bacaladilla.
10,— Durante la conservación, los lotes en los que se detecté más tempranamente FA unido
presentaron mayor incremento cíe la participación dc cuilaces covalentes en los agregados no
extraídos cuí Nací 0,6 M, Esto paicce indicar que el FA formado in situ acelera la formación
de estos enlaces.
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11.— En sistenías modelo dc AMN aislada, cl FA provocó agregación de la AMN. Se observó
interacción positiva entre cl eFecto dcl FA y la congelacion y/o conservación en congelación.
12.— No sc observé mayor efecto del FA añadido a proteínas previamente desnaturalizadas por
congelación. Por el contrario, parece que la insolubilización por acción del FA durante la
congelación fué mayor cuamído la AMN presenté niás funcionalidad inicial.
13.— El tipo de enlaces que dieron lugar a agregación de la AMN en fresco por adición de FA,
fueron de naturaleza secundaria, aunque en la fracción soluble en NaCí 0,6 M también se
detectaron proteínas aguegadas por enlaces covalentes. Durante la congelación y conservación,
la naturaleza dc los agregados (lepelidió de la calidad inicial de la proteína. En bacalao, cuya
AMN aislada fué dc alta calidad, la agregación por FA añadido sc debió a la formación de
uniones secundarias; cuí miicí’luz¿m, cuyas proteínas fueron de calidad intermedia, el FA dio lugar
a un aumento en la participación de enlaces covaleuites y cuando la calidad inicial fue baja,
como en bacaladilla, el FA no modificó apenas la naturaleza de la agregación.
14.— A lo largo dcl tiempo de comíservaeiémi, la adiciómí de FA a la AMN provocó un aumento
de la cantidad y proporción dc emílaces covalcmxtes.
15.— El FA añadido a la AMN alteró el meeamíisuiío dc agregación, al aumentar la proporción
de miosina en los agregados no extraídos cmi NaCí 0,6 Nl y su implicación en enlaces
covalentes.
16.— El que cuí sistenía modelo el FA favorezca la participación de la nxiosina en enlaces
covalentes sugiere que el aumento cii la agregación de la mniosina por enlaces covalentes
detectado en niúsculo podría relacionníse comí el incremento en la formación de FA observado
durante la couíservación frigorífica.
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